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RESUMEN

La ODC ws una encima ampliamente distribuids en la naturaleza
detesrminandaose su localizacidn, a través de diversas técnicss, on
el citoplasma celular y sn ®1 nicleo, particularmente en el

nucleclo.

La actividad de ssta wnzima puede inducirse en respuesta a la
accion de horoonas, drogas, regenesraclion de tejidos, factorea v
Agentas promotores del crecimisnto narmal y  tumoral, lo que
permite su cusntificacidn, aislamiento y purificacian, Adonas la
QDT requiere, para mantenar su actividad, de una coenzima y un
cofactor vy sus propisdades fisicoquimicas varian de scuerdo a la

fusnte de estudio.,

La ODC ws regulada principalmente por ispenzimas y antienzimas de
ia misma y par hormonas & nivel transcripcional yio

transduccional.

La actividad de la ODC pusde inhibirse pgor diversas sustancias,
siendo una de las mhs efectivas Lla DFHD, la cual &, ung
irrevarsibilemente a la enrima. El wetudio de los inhibidores de
la ODC in vivo abre nuavas perspectivas de investigacién, ya
que los resultados abtenidow en parasitosic experimentales y Jon
humsent, han sido positivos.



DBJETIVO: Ravisar las propisdades de ia ornitina descarbozilasa
{QDC) y sus ispenzimas presentes en diferentes sistemas celulares
con particular enfasis en el humano, va que esta enzima es
responsable de la sintesis de poliaminas ademés de regular la
expresion genktica. Las poliaminas, producto de su actividad,
regulan diversas reacciones wmetabolicas implicadas an la
divisién, diferenciacibn y proliferacion celular en procescs
noraales vy patoléogicos, por 1o que la inhibicién sspecifica de
esta snzima pusde tener aplicaciohes terapsuticas.
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CAFITULD [. IMTRODUCCION

Las enzimas son produstos especificos de las células y  su

" actividad catalitica asi coms su cantidac se utilizan como

indicadores del estado funcional de la c#lula. La localizacién
celular y subcelular de las enzimas es un parametro importante en
los estudios de difersnciacion e identificacién de células

sapecificas.

La arnitina descarboxilasa (L-crnitina descarboxilasa, OOC, EC.
4.1.1.17) convierte la ornitina a putrescina sn el primer paso de
la biosintesis de poliaminas (1-13, 14, 114) al misemo tiempo quw
la regula (1-3, 1&8).

La enzima fus reportada por primsra vez en 1940 por Gale bajo
condiciones que suglieren un papel catabdlico de ia ODC.
Posteriorrente, Morris 1 Pardes describieron una Bnzima
biosintética wn Escherichia coli. Al siguiente afio, la ODC fuw
descrita en préstata de rata por Fegg v Williass-Ashman. Despuks
1a misma enzima fus reportada por Rusell y Snyder en higado de
rata resgensrado, o smbrion de polleo y varios tumores. La ODC es
una de las snzimas que in vivo tiene una vida media mas corta que
la reportada para una enzima en sistesas de samifaros (1143,

Ha surgido cierta controversia con referencia a la localizacién
ewlular de esta esnzima con baws a sstudios en los cuales la
actividad de la enzima fue ensayada utilizando difersntas
mitractos de fracciones celulares, s® establecit que la ODC
estaba pressnte exclusivasente on el citoplassa celular (3, &).

El uso de inhibidores sspecificos @ irreversibles de la ODC como

T ia DL-al fa-diflucrometilaornitina (DFMO), han permitido la

realizacién de varios sstudios en Francia sobre su localizacisn
subcelular y ss ha demcstrado que esta pressnte No solamante =n
el citoplasea, sino tambien en el nucleclo y nucleoplasma da
cilulas matabbdlicamente activas, lo que sugiere que la ODC as una
proteina con funciones tanto en la sintesis de poliaminas como
on la regulacion de la expresién gendtica (B-10).

La actividad de Ja OODC se ha obewrvado en relacitn con
asnferasdades cono psoriasis, carcinoma de préstata,

malaria,etc.t7, 23, 853, 83),



CAPITULD 1I. GENERALIDADES

La ornitina descarboxilasa (0ODC) e3 wuna enzima con gran
importancia bieguimica y fisiolégica por lo que su activigad se
ha eatudiado en organismos eucariotes y procariotes (39, 4&, 485),
Esta enzima cataliza la conversiétn de L-ornitina a putrescina
{17) a4 la ve: Que regula la biosintesis d8 poliaminas (2, 2, &,
7y 22), La biosintesis de poliaminas an los mamiferos s® presenta

en la figura 2.1 (91).

La ornitina disponible para estas reacciones proviene de! olasma,
adenss de que puedse formarse dentro de las células, por la accion
de la arginasza. Es posibie que w3ata Glitima enzima, ampliamente
distribuida sn los difersntes tejidos, se encuentre presente en
tejidoa wextrahepaticos para facilitar Ia disponibilidad de
ornitina para la biosintesis de poliaminas (%1).

La actividad de 1la ODC es extremadamente sensible a varios
factoras siehdo normalmente muy baja en uUn sistema con un
equilibrio an la concentracion de putrescina (21). Su actividad
puede wlevarse varias veces, como rezpuesta & la accion de
hormonas, drogas, regeneracion doe tejidos, factores y agentes
promotores dal crecaimientoe normal (4, 10, 91} y tumoral (7).

Aecisntemente han sido a=ainteticados varios amincdcidos alfa-
difluorometiladoas que han permitido realizar estudios nacbre la
funcidn de las poliaminas en el desarrollo v regeneracion celular

{48).

2.1 . DISTRIBUCION SUBCELULAR

Algunos de los estudios concernientes a la ODC estan orientados a
las alteraciones en su actividad y otrom a 1la localizacion

celular exacta de le miama (4).

La #ctividad de la ODC se ha detectado en extractos de diferentes
c#lulas sucariotes y procariotes. Es probable que los niveles
basales Yy las actividades inducidas de la enzima en diferentes
tipos de células dentro de un mismo tejiido sean muy grandes. For
esta razén se hacen necesarios metodos directos para la
localizacitn y cuantificacion de la enzima presente en las

secciones de tejido.

Ha surgido cierta controversia sobre la localizacion subcelular
de la ODC (67!, Con base en estudics en los cuales se ensayo la

[M]
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Fig, 2.1 Blosintesis de polianinms (91).



actividad de la enzima utilizando extractos de diferentes
‘racciones subcelulares se concluyd que la ODC estaba  presente
exrciusivamente en el compartimiento citoselico de la célula {48,
471, sin embargo, la precencis de la ennima ha sido reportada en
el niacleo {(48).

Recientemente, se han obtenido evidencias bioquimicas, Que
indican que la mavor parte de la ODC se encuentrz presente enh el
citopla=ma celular y una fraccion de la misma en el nucleo,
particularmente en el nucleolo (%5-7, 9, 22, 49, 47).

Emanuelson ¥y Heby, utilizande la formacién de un complejo marcado
con DL+~al fa=DFMD, un  inhibkidor irreversible de 1la opc,
dempstraron que la enzima no solamente esta presente a0 el
citoplasma sino también &n el nuclenio y nuclecplasma de células
metabolicamente actives (47}, lep que sugiribé que la ODC es una
proteina multifuncional con un papel tanto el la sintesis de
poliaminas como en la regulacion de la expresicn genética (&, 9,

&7 .

ta Jlocaljzacitn de 1la ODC en el naclec concuerda con lo
propuesto por Russell y Mannen. Ellos proponen que la enzima
estimula la activacidtn de la polimerasa-l del RNA por  una
afinidad de la OCC & la misma (7, 221, 1i14). Si tal asoclacién
exinte dentro de la célula, une consecuencia seria una alteracion
®n la disponibilidad de la ODC y por tonto en la activided. En
apoyo de este conctepto la ODC puede ser encontrada en el ndcleo
axistiendo una relacién oeetrecha entre la actividad de la enczima
y la sintesis de RNA (21, 114).

Extudios realizados en higado de rata demuestran que la DDC se

encuentra asociada con el mRNA de polisomas libres, indicando que
la enzima es sintetirada en estos, de acuerdo con la localicacién
citosblica de la misma (B).

La ODC e#s el componente minoritario de la proteina total woluble
#n algunas ceélulas. Por ejemplo, en el higado de rata la ODC
representa cerca de una parte en 60 000 000 de la proteina total
s0luble vy después de una induccion maxima por una combinacidn de
inductores de la proteina es s6lo una parte sn 35 0000 (7).

S ha observado que en el riMon de raton estimulado con
androgenos la ODC s6lo constituye 0.01% de la proteina
citoplasmica total y 0,00012% en higedo de retas estimuladas con
tioacetamida (7, 10, 91).

La enzima purificada a homogeneidad aparentr de higado de rata
repressnta solamente cerca del O.00027% de la proteina
citoplasmice de la mimma cusande me realiza una inducciédn manima
{117,

En higado de polle, solo una pequefna fraccitn de la ornitina es
descarboxilada a putrescina y utilizada para la sintesie de
polisaminas localizandose la ODC en el citosel (230, vy una pegquefa
perte de la misma es metabelizada en el nacleo (22).



Algunos estudios realitados =n linfeocites T humaros muestran  gque
al tratarse con mitogenos o lectinaas 3e induce rapidamente la
activacion de la 90C a traves de un mecanismo indegendienke adg la
sintesis de protelnas que requiere de energin y un citoesgueleto
irtacto, Al miamo tYiempoc =& estudian les eventos gquimices
principales de la sintesis de proteina independientes cde la
activacion de la ODC presiistente durante la transducciotin ge las
oeflales mitogenicas de los receptores de la membrana plasmatica
al interior de las células (5},

Se han descrito un sin nNumero de protelnas unidas por
fosfatidilinaositol (PI} a la superficie axterna gde la membrana
plasmatica., Tales proteinas incluyen fosfatasa alcalina,
acetilcolinesterasa (5, 17} vy la proteina béasica mielina. Estas
proteinas pueden ser liberadas de la membrana por enzimas
eapecificas fosfatidilinositol~-fosfolipasas de difersntes
bacterias. Las estructuras no proteicas se encuentran enlazadas
al fosfatidilinositol en la superficie interna de la membrana.

La indugciébn de 1a actividad de la ODC por mitoganos en
linfogitos T humancs es8 inhibida por Li* 1M ya que es un
inhibidor selectivo de incsitol-l-fosfatasa, enZima limitante en
la produccién de incoasitol (5.

La ODC &8 una molécula que contiena inositpol covalentemants unido
Yy pumde ser activada por una fosfatidilinositol-fosfolipasa C
especifica, evidencia gue indica Que la ODC esta unida al PI v su
sactividad enzimatica se eleva varias veces tcuando la molécula se
wncuentra unida a la parte diacilglicérica de la molécula (Figura

2,2y,

& ha democstrado que la sxistencia ge una ODC inactiva en
linfocitos T bhumanos. En estas células la ODC s activa
rapidamente por mitbgenos al -igual gque en presencia de
ciclohexamida. Enta activacion por sintesis "de novo™ la cual

comienza de 1 a 2 horas después de la sstimulacidn. Estos

resul tados conhcusrdan con el concepto de que la ODE activa se
localiza eon el citosol de células an proliferacidon (unida al PI}

(S).

2.2 TECNICAS DE LODCALIZACION

Existen varios métodos citoquimicos para la jocalizacion de las
snzimas, los cualss se pusden dividir en dos categorias: la
primesra, basada snh la visualizacion de los productos de reaccion
catalizada por la enzima y la segunda, basada sobre la geheracitmn
de un anticuerpo wspecifico contra la enzima (por e=jemplo la

inmunocitogquimical.

El uso de inhibidocres irreversibles especificos para la
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v

w‘? activa
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proteics ey

Fig. 2.2 Modelo propusato para la activacisn de 1la ODC (S5).

R= receptor del mitSgeno
G= proteina G

PIC= foafolipasa €

‘PI= fosfatidilinositol
IP= inositol-l-monofoafato
D= diacilglicerol

PE-C= proteina cinasa ¢



lecalizacion a nivel celular v  subcelular: de . epzimes tigre
importancia en los estudios ce. uiferen:;a:;bn - 1den:1f£ca~:on ae
celulas especlracas (241}, - .

Varias técnices se emplean para la lncali:a:icn de la ODC enkraz
las cuales encontramos:

2.2.1 LOCALIZACION InNMUNOCEITOQUIRICA

Las técnicas imnmunocitogquimicas son utillizadas frecusntemente
como instrumentos para la localizacion de pegueftas
concentraciones de peptidos y proteinas, incluyendo enzimas (4).

Esta teécnica se bhasa en la generacién de un anticuerpo especlfico
vy potente contra la enzima (4, 24, 27).

La OBC fue purificada a homogeneidad apersnte a partir de riffones
de raton tratados con testosterona. Utilizando Ia aenzima
purificada fue posible generar un antisueroc de titulo alto
contenlendo anticuerpogs monoespecifiros contra ia ORC, Estos
anticuerpos se utiliran para la localizacion inmunocitoguimica de
la enzima en rifones de ratén tratatdos con teetosterona v en
ovarios de rata prepiberas tratadas con HGC  {gonadotropina

coridnica humanal (4}.

Los siguientes hechos sugieran gue los anticuerpos gensrados =on
sspecificos contra la sncima y de agui que la inmunoreactividad
de la ODC refieie su presencla (&):

13 La snzima purificada exhiﬁe una banda an
mlectroforesis en gel de poliacrilamida.
2} La actividad especifica de ia wenzima purificada

concusrda con «] valor tetrico de la efnzima pura.

La enzima purificada presenta una banda de _
precipiteacidn contra su antisuerg en la téchica de doble
inmunodifusiton de Duchterlony.

4) No s obssrva inmunoreactividad *n controles

castrados.
5) La administracién de diaminopropano (DAP), un
reprascor no fisiolégico de la ODC, reduce considerablemente la

inmuncreactividad renal vy,
&) La marcada reduccidn en ! material inmunorsactivo en

rifhones después de ser tratados con cicloheximida concuerda con

w] recambio dw la ODC.
La metodoiogia para la realizacian de &aata técnica es la
siguiente (4, &, 470

1} E]l motelo de raboratorio es perfundido via corazédn con
una sclucién fria de formaldebhido(4) de formaldanhido en buffer

de fosfato O.1M, pH 7.2}
2) Despue=® sp amade ditiotreitol SmM ceomo fijador (en

experimentos pilotos s® mostréo que ®! ditiotreitocl aumenta la

inmunoreactividad de la enzima).
3) Las muestras de rihones se sumergen tode la nochw &n



una solucion de formaldehido como la indicada en el punto uno.

4) Postericrmente las musstras se sumergen an buffer
fosfato conteniendo de 5 a 25% cda sacarosa, son congeladas
hislec saco y ssccionadas ®n un cricstato de 10 a 15 um.

S5) Las gecciones son procesadas para la demostracion
inmunocitoquimica de la ODC utilizando un antisuero de conejo
(codige no. 81111) obtanido contra la enzima purificada de
riffongs de raten tratados con testostercna. El sitico de reacgitn
del]l complejo antigeno-anticusrpo es revelado por la técnica
indirecta de inmunofluocrescencia (lF) de Coons et al o por el
metodo de peroxidasa-antiperoxidasa (PAP)} (4, &, 47).

de
en

El antisuerc es utilizado #n dilucién 11640 en rifon o 1:680 en
ovario y placenta.

En el proceso de inmunoflucrascencia el sitio de reaccion
antigeno~anticusrpe es revelado por fluoresceina isotiocianato
(FITC), dwmsignado como anti—-J1gG de conwijo, diluide 1120. Todas
las solucionss contiensn 0.25% de sercalbumina humana y 0.25% de
Titron X-100, Las secciones scn enjuagadas y fijadas en buffer de
focafato salino {PBS) (4, &).

ta localizacisn de la ODC por inmunocitoquimica es limitada por

dos razones principales: wuyna son law cantidades sxtremadamente
pequeMas de la anzima preasntes eh los tejidos. La otra es debids
a4 la falta de un antisuero especifico y de titulo alto cohtra la

ope (4). .

El mitodo probablamente no podria distinguir entre la enzima
activa o 4inactivaj; ni demostraria Ila enzima 8i los sitios
antigénicos fuwran enmascarados por sjsmplo por unidn a alguna
proteina, o no se encuentre inmediatamente disponible para el
antigesno. )

La localizacion de la enzima tambien dependera criticamsnte de
las condiciones bajo las cuales son preparadas y tratadas laa
swcciones de tejido con lon anticusrpos (114).,

2.2.2. HETbDﬁ INDIRECTO DE INMUNOFLUORESCENCIA (IF}

Este metodo desarrollado por Coons et al, se basa an la formacicn
de un anticuwrpo #specifico (vsualmente de conejn) de la ODC para
el antigeno pressnte en la seccitn de tejido demostrandose el

sitio de reaccion del complejo antigeno-anticuerpo por el uso de
un anticuerpo fluorocromadc marcado contra las inmunoglobulinas

del coneio (B, 47) {(Figura 2.3).

En esta técnica se utiliza antisueroc diluido 1:125&0 en rifdn o

131320 ®mn ovario. Las secciones.de tejido son lavadas wn  PBS
conteniwndo 0.25% de Triton X-100 e incubadas con anti-IgG d=
conejo-oveja diluido 1:30, Las secciones se lavan nuevamente vy se
incuban con el ¢omplejo peroxidasa—-santiperoxidasa de conejo
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Fig. 2.3 Método indirectoc de inmunofluorescencia $47) .

diluido 1:140 y posteriormente en buffer TRIS, pH ?7.56. La
actividad e peroiideasa se visualiza por incubscion cen 3, T°
tetrahidrocloro ogiaminobenzidina, &0 mg/100 ml, y 0.01%Z de
peroxido de hidrdgenp en buffer TRIS 0.05M, pH 7.4. Despuss de la
tincidn, las seccionss scn enguajadan en PBS conteniendo 0.25% de
Triton X-100 y fijsdas en buffer de fosfatoglicerina (4).

2.2.3. TECNICA DE IMNMUMOPEROXIDASA (PAP}

Este méatodo, desarrollado por Sternberger, al igual gue el
anterior se basa en la formacion del complejo antigeno—-
anticuerpo. Un segundo anticuwrpo s utilizado en ®XCES0
uniendose al anticuerpo primario en los dos sitios libres del
compleio. La seccitn de tejido se incuba con un complejo soluble
de peroxidasa y antiperoxidasa que se unird al sitio libre del
segundo anticuerpo, Finalmente se revela la actividad de la
peroxidasa {47) (FIGURA 2.4).

La metodologia para esta teécnica e wimilar a la de IF
sxceptuando #! Gltimo paso donde las amcciones teffidas son
enguajadas con PBS conteniendo 0,257 de Triton X-100 y fijadas =sh
re#sina después de la deshidratacian (4),
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Fig. 2.4 Tecnica de inmunoperoxidasa (47).

G

Las tecnicas antss mencionadas son smpleadas, por ejemplo, para
la localizacién de la ODC en riffion de rata tratado con
teatosterona, ovarios de rata tratados con HSC, placenta de rata
¥ tejido neuronal debidoc a que wstos tejidos contiensn una gran
actividad de la snzima (4, &, 47),

2.2.4. LOCALIZACION AUTORADIODGBRAFICA

El principio de esta tdcnica ws ] siguiente: la alfa=-DFMD es un
inhibidor irreversible que forma un snlace covalente sspecifico
{7) con la ODC cuando s® incuba con la enzima bajo condicionas
que l® permitan a esta descarboxilar la droga. La alfa-DFMD
penstra facilmente dentro de las ciklulas cuando ss administra a
animales. Por consiguisnte, la Onica macromoléculs celular
marcada cuandc se admimistra DFMO radigactiva, as la 0ODC.

54 los animales sw tratan con DFMO marcada (M4 C-DFMO) (4, 1083 y
loa tejidos se fijan y laven para remover la droga, la
radicactividad residua] limita a Jla ODC utilizandose para
localizar l1a enzima, .

Es pomible que la shtrada de la DFMO dentro da algunas células
ocurra de un modo mag eXxtenso que mn otrasi esto podria producir
un resultado parcial basafdo en @l hecho de que la enzima se marcs
completamente en células con una mayor toncentracien del
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inhibidor. Por tanto ssta posibilidad es regulada par «1 uso de
una concentracion de DFMO gque neutralite toda la actividad de la
anzima presente en el tejido en estudico. Hay umna reaccion
astequicmetrica de la DFMD cen la enzima por lo qgue esta se
inactiva irreversiblemente. FPor tanto, todas las moléculas ge
enzima inactivadas estan marcadas; cuando se pierde toda la
actividad toda la enzima se encuentra marcada.

Este procesp =se utiliza con pegquefMas variaciones para otros
tejidos distintos al raiMén de raton en los cuales pusde llevarase
acabo la descripcion in vivo de la ODC.

La metodologla para efectiar mata técnica es la siguiesnte:r

1) Los ratones son anestasiados con eter y los tejidos
s fijan por perfusidn cardiaca con 1Q% de buffer neutro de
formalina a una presion de 1320 mmHg.

2) Los tejidos son extirpados, tijados y lavados paor
inmersién por un minimo de tres dias cambiando el fijador de dos
a tras veces diasrias.

3) Desputs de fijarse los tejidoa se cubren con cera de
poliester y use seccionan a 10 um.

4) Para investigar la localizacién regional de la enzima
dentro del rifién las seccicnes 2o onponen al ultrafilm LKB ( * ZH)
®n un cassstte de rayos X por cuatro semanas a 49,

S5) Las peliculas son reveladas por cinco minutos en D-
19 (Kodak), Una ve: reveladas son examinadas para proporcionar
una valoracioh cualitativa de la localizacion de la enzima. Una
valaracién cuantitativa pudiera cbtenerse utilizando lecturas
densitométricas esn un densimetro Tobias.

El mayor factor limitante de esta técnica es la cantidad tan
pequena de la 0ODC presente en los tejidos y la actividad
especifica de la DFMO radiactiva (el riftén de raton contiene 4900
unidades por gramo de pesc himedo de ODC).

Ventajas y limitaciones de la autoradiografia

La mayor ventaia de este métocdo =3 su simplicidad ya que no
reguierse reactivos bioquimicos tales como anticuerpos
monosspecificos, El ataque covalente de la DFMO & la proteina en
los tejidos proporciona una ventais diferente permitiendo 1 uso
de una metodologia convenciconal para microacopia.

Los resul tados obtenidos son totalments adecuados para determinar
la distribucién de la enzima dentro de los organelos subcelulares
de una célula simple. El procedimiento podria ser también valiomo
para «l seguimientc de la degradaci¢n de la ODC, vya que ==& ha
demostrado que la encima inactivada con DFMO es degradada in vivo
por la misma ruta que la anzima nativa debido a que esta tiene
gran wapecificidad por la enzima in viva (100).

El gran inconveniente de este procesc s que la incorporacion de
ia DFMO wen 1la ODC requiere la sxposicion de la enzima bajo
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condiciones oen las cuales esta es cnzimaticamente active, Sdemas,
able una mplecula de DFMO puede unirse por meléculas o subunidaed
de ODE. La enzima gsta presente en algunas celulas =n cantidades
muy peguefNas y por consiguiente es necesaria una  actividad
especifica #lta da la DFMO & fin de incorporar suficiente
radipactividaa atn cuando toda la enczima s&2 inactiva. La GOC es
una enzima muy labil y por consSiguiente, $4lo la Pxposicien de 1a
droga en secciones de tejido recientemente aisladas o la
administracién de la DFMOD in vivo tienen exito.

Easte método no puede usarse para cuantificar la ODC ean esatadeo de
inactividad critica {(45).

2.2.5 LOCALIZACIOM HISTOOUIMIC: DE LA ODC MEDIANTE UM INHIBIDOR
SUICIDA COMO MARCADOR CITOQUIMICO DE LA ENZIMA

La afinidad de ddentificar los qonstituyentes de protsina
marcados en celulas viables con ligandos fluoredscentes han cidc
extensamente usados para estudiar los cambios dinamicos en la
localirzagion, cantidad y regulacitn de estas moléculas in sjity.

Ente marcajie 3e ha llevado atabo por el uso de analogos
fluorescontes v la distribucion de los correspongdientes
receptores de membrana han sido sstudiados.

Los estudios de las protelnas intracelulares son complicados por

la muistencia de unlk barrFsra de la membrana plasmatica. Para
evitar eate problema han sido utilizadas para westudiar estas

proteinas microinyeccicnes intracelulares de proteinas marcadas

o  ligandos fluorescentes dentro de las c#lulas vivas., Sin

snbargo, esta técnica podria ser daMina para la célula.

La habilidad de penetracion del ligando fluorescente marcado
podria Claramente seér una Qrah ventaja an estudios del
comportamiento de proteinas intraceiulares,

tUn derivado flucrascente de metotresato ha sido recientemente
desarrollado, e]1 cual retiens las caracteristicas inhibitorias
para la enzima, deshidratate reductasa, de este precursor

insustituible.

Ademin, aste inhibidor marcado puede ser transaportado v
acumularse especificanente on células wviables las cuales
contienen la snzima. Usando una via similar se ha sinteticado un
derivado fluorescente marcado (rodamina) de la alfa-DFMD. Eate
nueves eompuesto, el cual retiense mas de las caracteristicas
inhibitorias de la alfa-DFMD se ha utilizado para la localizacion
de la ODC en sescciones de tejiido.

Este ‘inhibidor fluorescente puede ser visualirado dentro de
células viables (9%9),
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El metodo, preggntads gor Silad vy Gilad, se pasa en la sSrescncia
de la caracteristica especifica w irreversicle del inhibidor DFMO
seguido de la conjugacidn con moléculas marcadas.,

€1 inhibidor we conjuga con la molecula fluarescents rodamina-
bata-isoticclianate (4, 48) y la localizacion del cosplejo formado
an sectiones de teiido es detectada directamente por
fluorescencia citoquimica. Alternsativaments la alfa-DFMD ae
conjuga con biotina y su localizacion citoquimica wme determina
indirectamente por su wnidtnm con avidina conjugada v la
visualizacion del producto de reaccitn de la peroxidasa de
rabano,

Ambas molécul as inhibidoras fueron localizadas con éxito
gitoquimicamente dentro de células especificas de carebeloc de
rata (24, 1035) en higadc de rata seguido de una inyeccion de
tioacetamida donde la actividad de la ODC ew intensifica
anormemente,

Eata té#cnica seria de aplicacidn generals

1) En otrgs tejicos,

2) Para otras enzimas Yy,

3) En estudios de microscopia wlectronica para la
locatizacisn ultrasstructural de la anzima.

Hay dos métodos para la localirzacion citoquimica:

1} El m#todo directe utiliza un sarcador flucrescente
(por ejemplo rogamina)l vy,

2) E1 método indirecto Que se basa sn la gran
mupecificidad y la uniéon fuerte dw avidina & bioctina que es el
limitante del inhibidor.

Utilirando e! método directo la localizacién del inhibidor es
indicada inssdistamente por la #lucrescencis del sarcador.

El sétodo indirecto se tasa en la localizacion del producto de la
reaccion de una enzima {(por eiempln pearoxidasa de rabano) la cual
s conjuga a la moleculs de avidina y este producto ssftala
indirectamente la localizacien del inhibidor,

La watodologla &8 la siguiente: s® utiliran ratas blancas de la
caps Wistar con un peso entre 300-320 g dandoles agua y comide ad
libitum. Se santienen a 259 durante {2 horas con luz tenus. Ss
las inyecta ticacetamica intraperitonealmente (1350mg/kg) y 20
horas “despubs los aninales se grsparan para al astudio
citoquimico de la & inducids sn =] bhigado.

FPara 1a citoquimica del Cerabrd, las ratas son perfundidas a
través del corazdn con una solucion salina de buffer de fosfato
(pH 7.4) conteniendo sacarosa 0.321 (PES), seguido de una
solucitn fijadora da PBS contefiendo 1.25Y de glutaraldehido y 1iX
de formaldehido. Los cerebros se succicnsn, wl cersbelo se diseca
y posteriorsente as fija #n la solucitn fijadora fria por una a

dos horas.
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FPara la giteguimica del higado i1as retas perfundidas con FRS v
las saecciones de higado se fijan en la sclucion rijadora ce PES
como se describio anteriormente.

Una vez fijados los teiidos se cortan y cocnpelan ®n secciones de
1S a 25 am. Estas secciones se cclecan en «A portagbietos
cubierto eon una capa de grenetina (0.5% F/V en  agua) seca
completamente bajo una sorriente de aire, vy despuéds se tifen.

Método directo. Citoquimica fluorescente.

Las secciones se lavan brevemente en PPS, se incuban en  una
camara himeda de una & dos horas a I7°C con una tingion (10-S0_aM
de inhibidor t(rodamine) en PPES) conteniendo fosfato de pirldoxal
&0 M, =se lavan nuevamente con FBS y se meontan en glicerel: PR3,
pH 7.2 (4:1 Y/Vy.

Las secciones se observan con iluminacion de luz incidente de o~
microscopio fluorescente utilizandp el objstivo como un
condensador en un microscopio ZTeiz:z.

Método indirecto. Citoquimica bictina-avidina,

Las @=ecciones se lavan como sae describio anteriormente vy  se
incuban con el inhibidor de biotina (10-5Q0 s M en PBS) par una a
dos horas a 37°C en peroxidasa-avidina (0.25-0.75 mg/ml en FES),
en PBS conteniendo 0.05% de clorhidrato de terdiaminobenzidicna vy
0.,02% de H;0; por cinco a treinta minutos y montada en resina,
Los tejidos se lavan con PBS &n cada paso.

Los portacbietos tahidos por la reaccicn catalizada por la
paronidasa S® mxaminan al microstopio.

Para ambas técnicas las fotos &n blanco y negro se taman en Kodak
Tri-X400 ASA y las fotografias en color en Keodak Ektachrome 200
ASA (24). rd

Il

Be ha cuestionado la validez del métnde de localizacién
histogquimica fluorescente ya que no es claro como =1 complejo de
la DFMO con rodamina o biotina reacciona con 1la enzima, va que la
0DC no reconocce sustratos con grupos amino blogueados (4, 481 y
1a reaccién entra la enzima vy estos camplejos pEurre
apargntenente on seccicnes en las cuales &) tejido a2 ha fijado
con formaldehido o glutaraldehido.

No hay informacitn disponible sobre las estructuras quimicas de
los complejos, astegquiometria de su repaccidn con la ODC o 1la
sspecificidad de los mismns (48),

Una gran desventaja de esta técnica = el hecho de que es
dependisnte de la preservacion de la actividad de la enzima en la
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apction de t@)ido (&), v 30lo puede usarse para la leocalizacion
in vitro ge la enzima, La especificidad de los anticuerpos usados
=ara e3ta techica representa otro probilsma (105},

La enitosa localizacion gitoguimica de la OBC utilizande esta
tecnica tendria importantes aplicacionez para los bislogos.
Frimero, por la utilizacien de inhibidores irreversibles de la

enzima altamente especlficos para su localizacion, lo que permite
egpecificidagd de la localizacion

au uED para validar la
inmunocitoquimica cuando los anticuerpos contra las
correspondientes &nzimas se encuentren disponibles. Segundao, otros
inhibidores alfa amino fluorometilados de aminoAcido
este meéetodo

descarborllasas Se encushtran ahora disponibles y
serla rapidamente aplicable para otras enximas. Tercerd. el papel
de las poliaminas en el crecimients del tejido v su reaccidn a
varics estimulos hormonales hace que la localizacidn citogquimica
de la ODC sea mas importante, Cuatro, el papel de la ODC en el
crecimignte neurpnal y en la regeneracion del nervio hace que

ssta técnica sea de aplicacion inmediata (24).

2.2.6, LOCALIZACION MICROAUTORADIOGRAFICA DE LA ODC EN ANIMALES

INTACTOS

Los alfa-halometil aninoacidos actaan como inhibidores
irreversibles da las aminoacido. descarborilasas deapendientes de
fosfato de piridonral. Eatos inhibidores 30M moléculas
relativamente no reactivas, con estructura aimilar al sustratn,
gus reaccionan con o] sitio activo de la ehzima. Despuss se
convierten a wsapecies reactivas las cuales pusden formar un
enlace tovalente con un grupo funcional del sitio activo de la
enzima produciende su inactivacion. Entonces, la sapecificidad de
estos inhibidores no sélamente extd basada #n su similitud con
los sustratos, sinoc tambiéen con el mecanismo de accidn de la
enzima la cual implica un alto grado oe selactividad.

de los inhibidores irreversibles dea la enzima es

La habilidad
la

apta para provesr una sspecificidad y un medic preciso para
localizaciten oe las enzimas in vitro como in vivo.

Exta técnica se basc en la siguiente metodologia: se utflizaraon
ratones machos de la cepa NMRI {con peso de cerca de 30 g} a lon
que sS# les did comida y agua ad libitum. Cuatro semanas antes del
experimento se les suministréd fenpropianato nandrolona {la
nandrolona ®8 un esteroide anabolico) suspendido an aceite de
arachis (100 ug/50 e} e inyectados durante cuatro dias (100
g/ratdn/dial. Los controles recibieron un volumen eguivalente de

acelite de arachis.
1 JAUTDORADIDGRAFIA DE ANIMALES INTACTOS
ratones controles y los tratados con nandrolona se inyectan

Los
por via intravencsa con (00 Ci ?H~alfe~DFMO en 0.2 ml de NaCl al
Q.,9%. Los ratochnes se sacrifican cuatro horas despuls de las
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inyecociones por asripia gcon CGgp se fijar 2~ gei de
carbozimetilcelulosa y oe sumergen en dioxido de carconc—n-kexano
frio (=78 0°0C), Se cortan secciones sagitalmente de 0 _am
completamente congeladas con un microtemn a —i15°C., v se orocesan,
de acuerdo a Ullberg {(103).

Se toman secciones de cada ratén secAnoolas y congelandolas. Para
localizar la banda radicactiva en el tejido la seccidn se lava
sucesivamente con Acido tricloroacétice (TCA) al 5% en  agua,
metanal y heptano por 0.5 minutos, respectivamente. Las secciones
s® Secan Yy colotan sobre una pelicula de ravos X Junto con  las
secciones advacenten. El tiempo de exposicion es de diex minutes.

2) MICROAUTORADIOGRAFIA

Los ratones cantrolez y los tratados con nandrolona gse invectan
por  vim intravenosa con 100w Ci 3H-alfa-DFMD. Los ratones se
sagrifican cuatro horas después y las piezas de riMones removidas
sw fijan en formaldehido al 4% en buffer de foasfate (pH 7.0).
Después de rfijarse, los tedidos se deshidratan con etanol w
incluyen eanh parafina., Se marcan secciones de 5 um, =& cortan y
montan en un portacbjetos. Despuss do la deparafinizscion de las
saccionas oh etanol, los portaocbjetos se rocian con una emulsién
liquida de NTBZ (kodak-Eamtman) y se almacenah por cuatro semanas
a 4°C. Despues de la exposicion, los portaobietos son tefidos con
haematoxilin-ecsina. Se asume que los microautoradiogramas hechos
bajo estas condicionss =on correctas en las sgcciones de  tejido
presentandose una banda radiactiva.

Esta técnica representa una NuBva aproimacion para mostrar la
microlocalizacitn de una enzima in wvivo en un animal intacto

1103) .,

A través de los diveraos métodos de localizacitn de la enzima so

ha obtenido la siguients informacion:

1) La localizacitn inmupnocitoquimica de la ODC an rifon
de rata tratado con testosterons demuestra que la mayor parte,
sino toda, westa localizada wn la parte citoplasmica dve las
células (4, 4) de la parta cortical. En ovarios de ratas tratadas
ron HGC (gonadotropina corionica humana), la 0ODC se localiza en
la capa gue rodea los foliculos y en e] tejido de 1la glandula
intersticial del ovario (4).

2} La localiracitn auvtoradiografica de la enzima ha
permitido demostrar gque la maynr parte de la OPC inducida con
andrbgenos an el rifon de raton se encusntra =0 el citoplasma de
lan células de los tdbulos proximales, Yy en algunos grénulos &n
el niucleo (aln cuando la resolucion del método no es suficiente)
ta, 7, 48, 100).

3) La técnica de localitacion histogquimica fluarescente
ha permitido demostrar la presencia de la 0ODC en la capa granular

interna del cerebalo do ratén (24},
4) ta té#cnica de microautoradiografla nos permite

realizar una localizacidn muy detallada de la ODC en ritmon de
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raton encontrandose en las asas descendientes de Henlae ¥ =n  los
tabulos proxamales {(1035).

2.1.7. ESTUDIOS PRELIMIMARES FARA UM METODD CITOOUIMECO
CUANTITATIVD DE LA ODC

En la citogquimica normal, la actividad de una enzima tal como una
fosfatasa o descarbonilasa podria medirse por precipitacién ge
wna liberacieon oe dionido de carbone o de fosfato. Con cuidado el
ion precipitade poedria ser secuestrado del sitio active de la

enzima.

La lecalizacidn de la entima no es el interés primario de -tales
técnicas tante como los productos de la actividad de la enzima
loes cuales =8aon retenidos dentro de la célula que contiene asa

actividad.

gin embargo. uha gserie de procedimientocs han sido desarrollados
con el proposito de detener el movimiento de enzimas “solublea”.
Egtos incluyen vias de congelacién y seccidédn de tejjidos, secado
instantanes de las secciones, el us0 de entabiliZadores
colidales inertes para proteger las secciones, B interrupcion de la
difusién durante la reaccidn cromogenica.

Fue ancontrado por Frost gue 1 plome en la forma de
hidroziisobutiratc de piomo, es suficientemente gueladoc y no
inhibe a la enzima, pwro podria ser precipitado, aparantemnsnts
comn carbenate de plomo, pero con CO; =n valores de pH neutrales,
Este, por consiguisnte, podria actuar como el agente

precipitante,

Todas las socluciones han sido preparadas en agua libre de CO,
cuidands do no introducir otros iones que pudieran competir con
enito contra el hidroxiisobutirato de plomo.

El metodo provisional, presentado a continuacidn, parece producir
una estimacion cuantitativa de la actividad de la ODC en tejiidos,
mostrande uwuna dinhibiclién con alfa-DFMO, vy estimulacien por
hormonas relevantes en tejidos como respuesta a wstas hormonas.

5in embargo, el método no esta terminado porque con los  tiampos
prolongades de reaccion, la localicacion natural e intracelular
de l1os productes de reaccién cambia. Esto podria deberse a la
formaciéon de un precipitado complejo conteniendo el bicarbonato

de plomo mas soluble.
Para tode ootz la medicicon do la artividad total por calola am
incrementa linealmente con &)1 tiempo, aparte de la localizacien

del plomo precipitado. El carbonato de plomo es convertido al
asul furc de plomo café-negro el cual es cuantificado par

microdensitometria.

Fara la preparacién del medio de reaccion todas las soluciones
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requieren 22 aguad laiare o= C0; ., Fara tres velimerwsg o pussar aam
trietanoliamina O.2M,° pH 3.u, contenienas 40% GOASLI40 graan ce
aleonel polivinilico (PYA) se atade wn volumen de solucion ce
hidroxiiscbutirata e plome (17.85% PR); L-ornitina, 3.4 mgrmlg
piridoxal-5" —fosfatp 0.562 mg/ml; D,L ditiotreitol. 0.08 mg/mis
L-P-bromatetramizols, 0.15 mg/ml (para inhibar la actividad de la
fostasa alcalimna)., &1 pH final debera ser ajustacdo, 81 eg
necesario, a 7.!{. Despues de incubar=ze las seccionees en este
medic de reaccién, <=e requisre un preenjuage para removar  ia
coloracisn residual, pesiblemente causada por foefatos libres en,
a alge similar, las secciongs, par el -:tab;li agor. E1
praenjuage consiste de buffer de trietanplamina ©.2M, pH 8.0,
conteniendo 207 GO4/140 PVA, E! pH final es 7.1. E-te medio es
pussto dentroc de anillos de plexiglas y dejados por 10 minutos a
379C dempués de este tiempo este & absorbe y se reemplaza por el
medio de reaccion (114).

El procemdimiento @3 el siguiente (ild)1

1) Incubar en el medio a 379C (las secciones cortadas
de riMdbn de rata no  tratadas podrian requerir d4de 19 a  Z0
minutos),

2) tavar en agua libre de COg .

3) Sumergir en una solucidn acuosa al 0.5% de sulfato
de amonipo (un minuto).

4) Enjuagar sn agua destilada.

5) Colocar n un medio basico scuocso {(por ejemplo el
madioc Farrant).

&) FRepalizar la medicion en un microdensitometro a 560
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SRFITULD I11. AISLAMIEMNTO ¥ PURIFICACION

“* OLT as unra enzima gue oata ctresente en la mayor parte de las
celulas y 8u actividad se puede inducir por efecto de wvarias
arogas quea estimul an el crecimiento asi como por Ia
agministracion de varias hormonas, Esta ventaja se ha uwutilizade
para lograr cbtener cantidades que permiten su manipulacidn lo
que a mu vex ha posibilitado su aislamiento y purificacién de
diferentes fuentes.

3.1 PURIFICACION

La combipacion de una concentracion baja de ODC  junto con su
inestabilidad, en extractes crudos dificulta su purificacién. El
uso de reactivos tiol y detergentes no donicog aumentan su
estabilidad, mientras que el descubrimiento de la estimulacisn
maxima de la actividad de la ODC por andréagenos en rifton de

ratton ha dado las bases para lograr su reciente purificacion.

Janne ¥y Williams—-Ashman en 1971 utilizaron la préstata ventral de
rata para una purificacieon de la ODE 300 veces. Comanzando con
Una ultracentrifugacitn {(actividad especifica, 0.03 nmol
COz/min/mg de preteinal y vtilizando ditietreitol SmM 2n tedas
soluciones, lograron una actividad especifica de 0.01 s moles
€Oy /min/mg de proteina.

El higado de rata regenerado fue utilizado para una purificacisn
de 175 veces. La ODC fue usada & su vez para inducir anticuerpos
-n un consia,. Ya que la actividad al principic de 1a
ultracentrifugacion fue de 0.02 nmol CO;/min/mg de proteina, la
actividad sspecifics de la preparacitn fus solo 0.003 _amol

COy /min/mg de proteina. La ventaja de utilizar los higados mas
grandes on lugar de la glandula prostatica como fuente de GDC ha
side utilizada y se prefiere inducir la ODC hephtica con
tioacetamicda a realizar una hepatectomia parcial.

Dho et al obtuvieron un citosol cen una actividad especifica de
0.036 nmol/min/mg de proteina ¥ por el uso de difersntes pasos
de precipitacion isoeléctrica, cromatografia en columna de DEAE-
celulosa, filtraciédn en gel y centrifugacién por gradients de
tensidad, lograron una purificacion de 5400 veces (Tabla 3.1).

La 0ODPC obtenida por ssate procedimiento, cuandc se soaste a
cromatografia de afinidad, da preparaciones con actividades
especificas altas (Tabla 3.1}

Fusntes ricas de 0DC de mamiferos( ~~ Inmol/min/mg de proteinal

as sncontraron en extractos de ovarios inmaduros de rata
estimulados por susro de yegua smbarazada y hormona luteinizante
o gonadotropina coritnica humana (HGC) .,

Simu) taneamente, las ODCs de tipo bsacteriano y fungica comenzaron

a purificarse, Las wenzimas de Escherichia coli (Tabla 3.1},
muestran actividades sspecilficas mucho mas grandes que las
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TAALA 2.1
ACTIVIDAD ESPECIFICA DR LA OOC DE DIPERENTLES FUNSNTRS BIOLOSICAS

PURNTR ACTIVIDAD ESFECIFICA REFERENCIS
{pmol de €O /min/ng
ds proteine)
BACTERIAS
Sschesichis eolf 130 - 4
Bjoatntétics 100 114
0.03% 73
Bicdegradable 0,008 ki ]
Lactobscillius sp JOs 150~300 1ls
[
sccha [ 1] 0,51 4%
0.80 114
.70 g1t ]
Phypexum solrcesphalum 1.70 100
MANIPERCS
prastata da zata [} 1144
10000% 13
Rigado de tarsera
Tzatado con tioagvtamide 1926000 13
nigado de rata
Reganazacida 3000" i3
o,00 114
Tyatado com tisscetanida 191000% 13
2230000 2
O.19 14
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TARLA .1

CONTINUACION
FURNTE ACTIVIDAD ESPRCIFPICA RETERENCTA
(a0l da COx/ain/mg
4a protelna}
mcreros .
ifgedo de rite
Tratado con ticAcetamida 0,24 114
0.28 11e
0.10 114
1.04 114
20-15 11s
1.2-1,5x10% F ]
1.0=1.5% 2
Tratads con ticecetanids
* mwd 1.4l 0% a
1.1x108b 18
1.1x10% .
T 14
Aindn do zatin
Sstinulade esn andtégunos n 114
0 14
Setimulado ew testostervas 1.4 13

a mel/ain/ey

b mmel/ht/ay

e wmaidades/my

4 MWes feldo hidrssine mainovelirice
o el /uy
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corrpapondientes a mamiferons.

La ODC biosintetica de Ea:hﬂrichia coli libera %% umol COg/minrmg
de proteina mientras que la ODC biodegradativa alcanza una
actividad eapecitfica de 130 xwmol/min/ing de proteina.

La enzima biodegradativa aparentemente homogenea fue purificada
en dos pasos (tratamiento con sulfato de protamina seguida por un
fraccionamiento con =ulfatoe de amonia) siende posible por la
actividad especifica extremadamente alta (9.3 amol COz/min/mg de
proteina) de la solucidén de sobrenadante de 350009 de Escherichia
coli induciendo su crecimiento en un medio rico en amincacidos &

un pH bajo.

Una actividad especifica igualmente alta de 180 sdmel/min/mg de
proteinz fue encontrada para la ODC extraida de Lactobacillus sp
3Ca. Esta purificaciéon gomienza de un pelveo de acetona de  unha
fraccion de sabrenadante de 80g (actividad 10 _amol/min/mg
proteina) de células cultivadas en ornitina para la maxima
induccitn de ODC. La enzima +ue purificada a homogeneidad
aparente, visualirada por microscopla electrénica y cristalizada
como agujas proueMas. En countraste a la actividad eaxtremadamente
alta de la ODC bacteriana, las ODCs fungicae purificadas mua=tran
actividades cercanas a las ODCs de mamiferos cuya purificacion

fue descrita anteriormente.

-

En 1978 Mitchel]l et al purificaron la DBC del hongo Physarum
polycephalum 500 veces, para una actividad sspecifica oe 1.7

mol/min/mg de proteina,

En 1981, una preparacitn aparsntemente homogenea de ODC de la
levadura Sactharomyces cersvisias produijo una actividad
aspecifica de 0.5 amol/min/mg de proteina de una  actividad al
principio en la soluciton de sobrenadante da I000g de 0,3

mol/min/mg de proteina.

®#l higado de rata tratado con ticacetamida,
produjo DDC (actividad especifica, 1.04 amol/minsmg de protdina)l
la cual fue estabilizada por la adicien del! detergente no ionico
Trween 80 (Q.1%) o glicerol al 30%. Mas de un orden de magnitud por
arriba de la actividad especifica (lq‘pmul“min“mg de proteinas)
con un B%Z de randimisnto fue logrado por Kameji et al quien
duplict la actividad esapecifica de su material inicial por el uso
del acido DL-alfa-hidrazino-delta-aminovalerico inhibidor de la
ODC ¥y un sexto paso de purificacidn incluyendo dos evposiciones a

heparin—-sefarosa.

También en 1981,

La purificacidn de rifMén de rata inducido con andrégenos en
presencia de un detergente no ionico permiten a Perssocn alcancar
una actividad wwpeclfica de 23 s mol/min/smg de proteina, mas alta
Que cualquier ODC eucariotica. Este procedimiento consta de una
precipitacitn con sulfato de amonio, cromatografia con DEAE
celulosa,cromatografia de afinidad en agarosa de piridoxamina-5-
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+os+at0 y cromatografia en gel de exclusion, los pasos
posteriores requieren de 0.02% de Hrij 35 para la estabilidad.

Le actividad egpacifica rebasa la predicha para la ODC de riMén
por su enlace con el inhibidar irreversible (19C)-pFMO (114).

J.1.1 FURIFICACIDN DE LA 0ODC DE Emcherichis eoli.

Para la purificacitn de la ODC biosintetica de Escherichia coli
s8 utiliza una cepa de E. coli UW44{ATCC 27549) que crece a una
temperatura de 379C., con aeracion, en medioc &3 suplementade caon
elementos traza, U.2% de glucosa v 0,051 da extracto de levadura.
Despuss de pasar la fase logaritmica (AS540=1.2) las cé#lulas son
recolectadas, lavadas en cloruro de godio al 0.9% y almacenadaz a
=20 9Cc. El rendimiento celular es generalmente de [50-200 gramos
ce peso neto de cien litros do cultivo.

Despues se realizan los siguientes pasots de purificacidn
determinando la actividad especifica en cada uno (Tabla 3.2){(40):
1) Entracto crudo
2) Precipitacién con sstreptomicina
3} Fraccionamiento con gsulfato de amonio
4) Tratamiento con calor
%) Cromataografia de hidroxiapatita
&) Filtracién en gel sefadex G-200
7) Cromatografia sn DEAE-sefadex A~ZS
Se sastiman gque la purificacitn de un kilogramo de celulas es cmrca

de]l B5K.

En la purificacion de la ODE biodegradativa de E. coli se inocula
un litro de medio 63 suplementado con elemsntos trazae, 0.2X de
glucosa y 0.05% de @xtracto de levadura & 37°C con awracién. Esta
suspensiétn inoculads se ajade a diez litros de medic inductor (1%
de caldo nutritivo, ©.05% de sulfato de amonio, O©O.1% de cloruro
da scdio, O.1% de KgHPO,, 0.03% de citrato de sodio y 0.8% de L-
ornitina, ajustado a un pH de S.2) y permite el crecimientoc sin
amracitén por siete horas a 379C. Las cé#lulas se lavan con cloruro
de sodic al Q.%% y utilizadas inmediatamente para 1a

purificacion.

En cada paso de purificaci6én se determina la actividad wspecifica
de la snzima. Los pasos a seguir son los siguientes {(Tabla 3.2)
{40) 3

1) Extracto crudo

2) Precipitacion con sulfato de protamina

3) Fracclionamisnto con sulfato de amonio

3.1.2 PURIFICACION DE LA OQPC DE Saccharomyces cersvisiae.
Se prepara un medic gue contiens 2% de dantrosa, 0.7% de lesvadura
base nitrégenc sin aminpécidos{Difcol, 0.005% de adenina vy

0.025% de treocnina. E1 pH se ajusta a 7 con KyHPO,. La cepa spe2-
4 de Saccharomyces cerevisiae crece en ests medio an un
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fgrmentalcr 22 clen litroan a 2G%C mon ascagisn viyoroch,  Las
celuwian scr recogldas & ALSONM de ~ 5.0,

En cegh pPas0o de purificacién s® determana la actzwvidad
especifice. Los pasoas spn los siguientes (Tabla Z.2) (341, 1129
Trescientos gramos de celulas son suapendidos en trex voldmenes
de Tria-HC1 O,028M, pH 7.4, conteniendo ditictraitol Smm, Mgl
imM y EDT4 Q.1lmM ¥ se provoca su  ruptura a 18000Q pgi. La
suspension resdltante ez contrifugada por treinta minuton A
200009 .

1! Fraccionamiento con sulfato de amonioc,

2) Cromatografia DE-52

3) Cromatograsia en sefacril S-2Q0

4) Cromatografia en fenil-sefarosa.

3.1.2 PURIFICACION DE ODC DE Physarum polycephalum.

Se ha wuiilizado Physarum polycephalum, sublinea M3C(VIII),
inaculaco en lotes de qguince litros en un fermentacor de
veintiocho litroas, E]l medio se inoculsa con trescientos mililitros
de cultivos de microplasmodia en la fase logaritmica permitiendo
su crecimiento por cuatra dias a Z8°C con agitacidn conatante a
ci®#n rpm y asracion de cuatro litros por minuto.

La microplasmodia resultante sa removic del medic de cultivo gor
centrifugacion a 400 g poar &0 ssgundos vy lavadas con NaCl  S0mM.
€] material de lavado am homogeini=a despu#s en acetona a © °C
seguido por centrifugacion a 400 g por cinco minutos.

Lo® pasos de purificatiédn son los siguientes (Tabla JI.2){(42)3

1) Las células precipitadas con acetona conteniendo 2,59
de proteina fueron suspendidas en cinco litros de fosfato de
potasio frio O.05M (pH 7.4) conteniende Na; EDTA 0.5 mM, 2-
mercaptostancl 15 mM, fonfato de piridaxal 20_uM y NaNz al 0.12%
{p/v). E1l material insnluble fue centrifugado por cinco minutos a
300 9. La suspensitn de enzima resultante fuw filtrada.

2) DEAE-celulosa

3) Sefacril 8-300

4) DEAE-Smfacel

5) Uleragel AcA~34

6) Hidroxiapatita

3.1.4 PURIFICACIDN DE LA OPC DE HIGADD DE TERKERA TRATADO
TIOACETAMIDA

Todos los pasos de purificacitn se llevaron acabe & 4 9C. El
higado (=~~B00-12000 g de pesc neto) estimuladeo con ticacetamida
fus homogeneizade en dos volumenes de buffer de purificacion
conteniendo ditietreitol 0.5 mM, EDTA O.f mM vy flugrurc de
fenilmetanosul fonil 1 MM en cuatro lotes. Las cubas libres del
buffer s® incluyeron en la ruptura del tejiido pars manteher una
temperatura baja, El homogeneizado fue centrifugado a 4000 g por
30 minutos y =] sobrenadante fue filtrado (13).
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Los pasps pe puririgacion scen (Fanla T.2) (13):
1) Cronatografis do 1ATRrcamplo i8hnico utilizande DERE-
Sefacel.
2) Cromnatogratia en Ultrage!l Rep 44
<) Cromatagrafia en nigroxiavatita
4) Electrotoresis en cel
%) Crematografia de grupes tiol covalentemente unidos

3.1.5 PURIFICACION DE LA ODC DE HIGADO DE RATA TRATADD EON TIDACETAHIDA

Los pasos de purificacién son los =iguientez {(Tabla 3.2) (15, 44}

1) Extracto crude. £1 higado se homogerniza con  dos
volumenes de sacarosa 0,2M, buffer Tris—-HC1 25 mM, ditiotreitol
imM y EDTA (pH 7.5) O.f mM. La meicla hompgenea se centrifuga a
15000 g por 15 minutos vy el sobrenadante se recentrifuga a 10700
9 por una hora.

2) Cromatografia en DEAE-celulosa

3) Piridoxamina fug4ato-dxprcp11tr;amina—sefarnsa

4) Heparina-sefarosa

S5 Piridoxamina fosfato-sefarosa

4) Segunda Heparina-sefarocsa

3.1.8 PURIFICACION DE ODC BE RIFON DE RATON

El rimén de ratéon tratado con testosterona es purificado mediante
a8l siguiente procedimientn (2, 14) (Tabla 3.2):

1) Precipatacian acida

2} Filtracian en gel Sefaden G 150 Superfino

3) Cromatografia de intercambic ianico usando DERE-

Sefadex A-50

4) Cromatografia de afinidad en piridoxamina S5' fosfato

unida a ge! de agarcma activado

El rimén de raton estimulado con propianato de testosterona es
purificado mediante el siguiente procedimiento {(4%) (Tabla 3.2
1) Induccitn de la enzima ¥y la preparacion de mxtractos
2) Fraccionamiento con suwlfato de amonio
3) Cromatografla en DEAE-celulosa
4) Cromatografia de afinidad en pgarosa de piridoxamina
5" fosfato
T) Filtracion en gel

3.2 ESTIMACION DE LA PUREZA

La enzima purificada e£s ensayada para estimar su pureza por los
siguientes métodos (1T, 44):

1) Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida

2) Tecnica de doble difusion de Ouchterlony



S.d.1 ELECTROFOPESIS EN GEw LE FCLImCRILAMIDA-3DS
Alicuntas de 1a ODC purificada ce Shnvsarum polycephalum (5«10 g
‘oz oroteina?! se dializaron exhaustivamente centra agua destilada
a 49, licYolizagas v eventualmente suspendidas en 100 de buffer
505 ({dodecil sulfato de sogip! iTrie 2.5 mM, pH 6.8, 1% de 2=
mercaptoetanol. 9.51 de $DS v =macaroasza p.25SM). Estas muestras
junto con estandares de psso molecular apropiado fusron sometidas
a electroforesis en blogues terminales de gelea de acrilamida al
100X a J0 mA y eventualmente teMidos con azul brillante R=-230. El
material tefido aparece como wuna tanda sencilla a un Mr de S52000;
ain embarge aparecen bandas claras a un Mr de 48000, &BO00 vy en

la regitn de 85000 (42).

La pureza de la ODC de higado de rata tratado <on tioacetamida
por electroforesis en gel gde poliacrilamida en ausencia y an

presencia de SDS (44).

La 0ODC purificada a homopeneidad aparente de higado de rata
tratado con tivacetamida fue sometida a una electrofor=siz en gel
de poliacrilamida v tefMida despuées con azul brillante. La
absorbancia de la banda de la enzima se compara con las bandas de

albimina serica.

La ODC analizada por olectroforesis en gel de SDS-poliacrilamida,
da una sola banda de Mr SQ0000 (Figura Z.1).( cerca de 1 xg de la
@ntima purificada incubada con DL{ YCIDFMO S _uM a 37°C por &0
minutos)., MAa del 99% de la actividad de la enzima fue inactivada
por este rpocedimiento. Despuss de la incubacien, la sntima ae

mete directamente a la elactroforesis an gel da sSD5-

poliacrilamida,

la radioactividad migra con un

Como sp muestra en la figura J.1 .
J0000

pico dnpico gue ceincide con la banda de proteina de Mr
(3.

La &nzima Ffue purificada casi a homogeneidad por los criterios

siguientes (15)1

1) La enzima da una sola banda cuando sp prueba paoar

mlectroforesis en gel de poliacrilamida-5DS (Figura 3.2). Aunque
unam bandas débiles de contaminantes pueden obuervarse con  un
an&lisis cuidadosn. La cantidad total de las mismas se calcula =n

menos del 3% por un densitograma del gel.

2} La enzima da una =ola banda de proteina cuandc se
prugba por electroforesis en gel de poliacrilamida =in SDS &
varias concentraciones del gel, vy el pico de la actividad de la
wnzima coincide con la banda de proteina {(Figura 3,3},

enzima purificada de

La electroforesis en disco de gel de la
simple

riftn de ratén tratado con testosterona revela una banda
de proteina (14).
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Fig. 3.} a;snrncin de 1a ODC e un sistema de poliacrilamida-
808, 1s fua previasente asparada por cramatogratia da
-tl.nl.d.d utilizando <14C) DFND (3>, :
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Pig. 3.2 Patrén dennitométrico de la 0ODC saparada por
:%g?trotorasxa an gel de poliacrilaamida-8D8 (1.5 g de proteina)

»

00C activity [cpmZevernight)xi0

o

10 20
. Slice numbaer

- b T,

RFig. 3.3 Actividad de 1a QDG puriticada por alectroforssais en gsl
de poliacriiamida (153,

33



Pig. 3.4 Bandam de precipitacien da la ODC obtanidam por 1la
tacnica de inmunodifusien de Ouchterlony (15).
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z TECHIDA PE DOBLE DIFUSIONM DE OUCHTERLONY

La 0ODC de higado de rata tratadd con ticacetamida se somete a un
analaiais ae anmunadifusibn doble de Cuchtericny sara esiimar su
pureza (44},

ta ODC de nigaco de rata tratado con ticacetamida <ue #nalizada
" por. el metodo de doble difusion de Ouchterlenvy usando un
antisyers de conejo contra las preparaciones de la enzima

parcialmente purificada, la enzima purificada da wna banda
dge procipitacién. Una enzima parclalmente purificadm de 25% de

purera da dos lineas oge precipitacion, una de las cuales se

fusiona completamente con la Qque se obtiene por la enzima
‘purificada (15 (Figura 3.3).

La OPC oe rifan da ratér fue purificada homogeneidac aparento.
Los anticuerpboa para la ODC se preducen em un conejo wusando la
enzima puriticada. Utllizando la técnica de doble difusion de
Ouchterlony se revela una linea simple de precipitacian entre el
antisuero y la ODC purificada de rifién de ratéon (Figura T.4).,

3.3 ACTIVIDAD ESFECIFICA Y S5U DETERMINACION

La actividag especlifica es8 el nimero ¢de unidades de entima por
miligramo de proteina (41, 44, B88). Constituye una medida de la
pureza de la enzima, que aumenta durante «l1 proceso de
purificacion, y lleuga a ser maﬁimn Yy constante cuando esta se

halla en ewstado puro (88).

Rocisntamente Fritchard st al estudiaron la inactivecion de 1la

ODC de higado de rata tratado con ticacetamida por incubacion con

t{5-V4g)~al fa-0FMO como resultado de un ehlace covalente

radioactivo con la snzima. La syxtension del snlace correlaciona

con wl grado de inactivacion v con la cantidad de enzima

presente. La esteguiometria chligada de la (5-14Ci-alfa-DFNOD por

tanto proves un metodo conveniente para la cuantificacion de la

ODE vy la determinacion de la pursca de las preparaciones de 1a
enzima (114) asi como la estimacion de la actividad especifica de

la enzima purificada (2}.

Supconiendo que uha molecula de la droge w2 necesaria para
inactivar cada subunadad de la #hzima podria calcularse una
actividad especificea para la ODC de higado de rata de cerca de 20
a 25,nmal Coa/mg/min bajo les condiciones stindar enmayadas (1i&)
D 1.2-1.52108 anmol CO,/h/mg de proteina {3) o 1.0 a 1.5 mmol/h/mg

12).

Este valor sustancialmente mas grande que el reportado por
cualquier grupe gque tiene DDC purificada oe mamifercs. Esta
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Tracrepancia  podria ser considerada por la inestabilidad de le
GoC © gue las preparaciones finales pudieran contaminarse can QDS

1ANAcCtlva,

La actividad especifica predicha para la (ODC purificada ds
mamifercs por Pritchard et al es completamente compatible con las
oreparaciones homogeneas edquivalentes de ODC bacteriana= las
cuales liberan cerca de 3O _uamnl COz/min/mg de proteina (11é6).

L.a ODC nativa de higado de rata tratado con_ticacetamida tendria
una actividad wspecifica de cerca de 1.4%10Y unidades por mg de
proteina, el cual concuerda bien con =1 wvalor prediche par

Pritchard et al {(3).

La actividad especifica determinada para la 0ODC purificada do
higadc de ternsra tratado con ticacetamida es ‘comparable a 1loa
reportados para las sncimas purificadas de higado de rata tratado

con tiocacetamida, 250000 pmol/mim/mg.

esta &s casi 100 veces mas grande que la obtenida

6in embargo,
(Tabla

con la enzima purificada de higado de rata regenerado (13)
J.1).

La actividad especifica de la ODC pura de higado de rata,
reportada por Pritchard et al, concusrda con la actividad
mapecifica de la ODC purificada de riffon de raton tratago con

testosterona (2, 12) {(Tabla 3.1).

La actividad especifica de la ODC purificada de rifén de raton
tratado con testostercna es ls mas alta jamas reportada para la
ObC purificada. Le purificacion de ODC de virus de simio SV40T,
fibraoblastos de raton 3TX y de higado de rata resulta an enziaas
con una actividad sspecifica 7 y S0 veces respectivamente.

Emtas variacionss an la actividad espacifica son .‘I probables no

debideo & diferencias sn =] grado de purificacion pussto gque la
electroforesis en geal revela una scola banda de la proteina (14).
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- CAPITULD IV, PRUOFIEDADES DE LA ORNITIMA DESCARBAXILASA

Vvarios autores hbhan realicado estudios de la 0ODC en ceélulas
gpucariotens v procariotes determinando sus propiedades
fisicoquimicas.

4.1 COFACTORES

Ademas de la naturaleza proteica, que confiere a las enzimas una
estructura tridimensional, 1a mayoria de ellas requimsre alguna o
algunas moléculas no proteicas para su  funcidén catalitica. La
nomenclatura de estas moléculas ha sido confusa, utilizando
diversas denominaciones tales comd: grupo prostético, cofactor o
cosnzima (9$2). El cofactor puede ser un ion metdlico, o bien una
molecula prganica llamada cagnzimai algunas enzimas necesitan de
ambox, Los cofactores son generalmente estables frente al calor,
mientras que mucha proteinas encimaticas pierden la actividad por
calefaccién. Algunas enzimas reqguieren cofactores tan peguefios
como =] ion cleruro {(88).

Los cofactores actdan generalmente por uno de les siguientes
mesanismos (92):

1) El cofactor de manera alslada, w»s capazx de catalizar
sna reaccién, sin embargo en presencia de la enzima aumenta gu
capacidad catalitice y adquiere especificidad por =1 sustrato.

2} Pumde {formar un complejo con el sustrato y &l sitio
activao de la enzima permitiendo la catdlisis.

) Suele funcignar como un potents atractor de
electrones en algun punto del cicle catalitico.

La sensibilidad de la ODC de higado de ternera al EDTA y el
wfmcto de una varisdad de quelantes metalicos Que inhiben a 1la
anzima sugQiris la positilidad de que se requiers un enlace metal-
enzima para la preservacién de su actividad catalitica,

Eston estudios han sido realizacdos utilizando difersntes agentes
complejantes, los cuales permiten conocer los requerimientos de
la wspecificidad tptal de una metalosnzima en particular. La
enzZima semipurificada se incuba con concentracicnes crecisntes de
varios quelantes (13) (Figura 4.1).

Todos los quelantes exhiben alguna habilidad para inhibir la
anzima. El1 mAs potente s la i, 10 fensntrolina, un quelante de
transicion del grupo de metales 11B. Pussto que la 1, 10
fenantrolina es una molécula plana, ws posible que esta am
inserte dentro de las Arsas hidrofébicas de las proteinas vy
altere su actividad enzimatica.

Por su sstructura similar a la 1, 10 fenantrolina, pero sin ser un
anhlogn quelante, la 4, 7 fenantroline ha permitido confirmar la
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ACTIVIDAD DE LA ORNITINA DESCARBOXTIASA
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Fig. 4.1 Inhidbicidn de 1a actividad de la ODC de higado de terne-
ra por agentas quelantes (13},
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suposicion de guo un metal esta involucraco con la encima ya gue
éste analoge posee todos los atributes ge la 1,10 fenantrolina
excepto la habilidad para formar un complejo de coordinacion con
los metales. La gotencia de este quelante metalico de transicién
que exhibe una leve afinidad por los metales alcalinotérreos, .
comparada con la relativa ineficacia del EDTA guelante de amplio
espectro, sugiere gue un elemento de las series de transicidan
esth involucrado en la conservacion de la actividad de la QDC.

La 4, 7 fenantrolina no tiene efecto sobre la actividad de 1a 0ODC
lo que sugiere que el guelante metalice no fue inhibido debido a
laa propiedades aromaticas de su e2structura (Figura 4,19, :

Varios iones metalicos han sido probades por su  habilidad pera
reaccionar con la ODE inhibida con la i, 10 fepantrolina, tales
camos  Ind*, Fe?, cul’, Fe?, Cu® , Nif*, Co? vy Mni*, jos cuales
fueran incapaces de reataurar la agtividad enzimatica ademas de
que todos los metales excepto el MntY, innibierom lia enzima
ne tratada (Tabla 4.2).

La dimbhabilidad para regenerar l1a actividad enzimhtica por 1la
adicisn de metales sugiere dque los gquelaptes remueven el metal
constituyente antes que formar un complejo mixto in situ con la
apoenzima., La remogion del metal podrisa entonces derivar en
cambics irreversibles en la molécula de enzima (13),

4.2 COENZIMAS

El término coenzimas se aplica a moléculas organicas, las cuales
son derivadas de vitaminas vy generalmente tienen un tamafo
molecular mayor gue los cofactores.

La unién del cofactor a la encima es reversible en la mavoria de
los casos, paro en otros se establece un enlace covalente,

Las caracteristicas de las coenzimas son las siguientes:

a) Son termoestables. Mantienen su gstructura quimica a
temperaturas en que las protwinas Se® desnaturalizan.

b)Y En general, son derivados de vitaminas.

) Divearsas enzimas que realizan la misma actividad
catalivica, utilizan la mimma coepzimaj nicetinamida—-adenin-—
dinuclebtida (NAD), gue participa en varisas reacciones de
deshidrogenacitn.

d} En algunoe casos funcionan como co-sustratos, ya gue
son modificados durante una reaccion catalitica, retorpando a su
forma original en otra reacciton (Piridonal-piridoxaminal (921,

Sw han realizado estudics para determinar la coenzima de la CODC.

En Physarum polycephalum sp demostrd que la reaccidén de
descarboxilacidtn de l1a ornitine para producir putrescina es
dependiente de la coenzima fosfato de piridoxsl (PLF) como we
ilustra en la grhfica de doble reciproca de la figura 4.2 (37).



Como sSe muastra en la tabla ge la CDC ourificaga de  Physarum
(Tokla <.1)es muy aensible a reaczivoes disulfitos v tioles
especifices. En la avsencia de estoce agentas, = en 18 nrasencia
de agentes reductorss tales como ditiotreisol, 2 mercaotcetanol y
glutation reducido, esta enzima es muv sscavle & 3001, Ffor 1o
tanto. parece que la OOC ce Physarum contine un orupo tiol
critico que eatd suficientemente enpuesto a una facil oxidacion y
la formacidn de disulfite o la formecion O o%ro derivado (Tabla
4.1},

En la tabla 4.1 aparece gue aste grupo tiel esercial ests en el
sitio activo de la enzima o cercano a el. La ipactivacisn de la
enzima, por {formacién de una mezgla de disulfuro son glutaticn,
#8 blogqueada por la presencia de cantidades micromolares de 1la
ccenzima, fosfato de piridenal. Los analogos ge la coancima
fosfato de piridoxal son completamente ineficaces en 1a
proteccién del grupo tiol, mientras que el fosfato de
piridodamina ez mas efectivo a altas copcentracicnes, gpero
ninguno de estos analogos son cataliticamente actives (21).

Varios estudios han reportado la enistencia de upa forma dimérica
de la OBC. Algunpos trabajos han sugerido que la forma dimérica do
la enzima es inactiva. .

8in embargo, el dimerc inactivo se obtiene por remccisan del
reductor, sasugiriende que los tioles libres esenciales para la
actividad catalitica podrian esstar complejados dentro de los
puentes disulfuro intermoleculares (13).,

En rimén de ratoness obssrva que la 0DC requiere de fosfato de
piridoxal para su actividad (45},

La secuencia de amincacidos de la ODC de rifon de raten ne ha
deducido de la secusncia de nucledtidos del cDNA, La enzima
conaiste de 3461 aminphkcidos. La secuencia contiens 12 residucs de
cisteina 1los cuales podrian cuantificarse por el requaerimiento
estricto de altas concentraciones de agentes tiol reductores para
mantener la actividad enzimbtica.

Tambiéen contiens 19 residuos de arginina v 29 de lisina, pero
asblo hay tres paret de amincécidoz basicos adyaceantes los cuales
podrian tener wna importancia particular en la divisién
proteclitica.

La localizacidn del s@itio activo no asth completanente
establecida pero la reacciton de la enzima con (3HIDFMO sugiere
que la DFMO =@ enlaza a un residuo de lisina en la pomicion 298,
Esta lisina ocurre en la secuencia Val-Trp-Lys-Glu-8ln-Fro-Bly-
Ser {(residuos 295-303), los cuales tienen ciertas similitudes a
la secuencia Val~His-Lya-Gin-Gln-Ala-Gly-Gln la cual se conoce
como el wsitio activo de la DDC tiodegradativa de Escherichia
coli. Excepte para los primeros ctuarenta residuos, la tercera
parte de la N terminal de la ODC cde riffon de ratén contiene
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predominantemente grupos hidrofobicos y la mayocria de los grupes
hadrofilicos en la otra tercera parte en el carbono terminal. La
lisina 290 estd en una regién justamente despugks de esta
transiciétn la cual corresponde a la region mas hidrefilica (7).

La idea gwneral dél mecanismo por el cual la DFMO lleva & la
disminucién de la actividad de la ODC es clara, perc en la
naturaleza exacta de las especies alcalinas, ae desconocce el
sitio de ataque scbre la protelna para inactivarla.

El aminoacido aceptor mas probable de las especies activadas por
la DFMD os la lisina {100).

. Recientemente Mitchell y Caldarera, indican gque la ODC reguiers
la presencia de compuestos tiol o agantes tioles reducidos a fin
de alcanzar su actividad maxima (97},

De acuerdo & Frisdman et al vy Ono et al, _ la ODC purificada de
higado de rata reguisre grupos ticl para su actividad maxima,

La importancia de grupos tiol en la actividad de la 0ODC +fum
demostrada con éxito por Obenrader y Prouty en 0ODC hepatica
purificada por cromatografis de afinidatd usando sefaross agtivaza

(108) .

€n SGaccharomyces cerevisiae, 1a enzima requiere de fosfato de

piridoxal para su actividad y es especifica para la ornitina. La
enzima a8 inactiva en la ausencia de ticles y podria ser activada

par los mismon. Entre los compuestos tiol el mas efectivo es el

ditigtreital (41) {(Tabla 4.2},

En Ewcherichia coli la ObC biodegradativa (dODC) y Ia ODC
biosintética (bODE) requieren de foufato de piridoxal para su
actividad uniéndose una molécula de coenzima por subunidad (40)

(Tabla 4.2).

El Clostridium thermohydrodulfuricum también requiere ce fosfato
de piridoxal y ditiotreitol para su actividad (93) (Tabla 4.2}).

4.3 FROFPIEDADES FISICORUIMICAS DE LA ODC DE DIFERENTES FUENTES

En la tabla 4,2 se resumen las propiesdades fisicoquimicas de la
ODC de diferentes fuentes.

4,.3.1, PESQ MOLECULAR Y SUBUNIDADES

Las enzimas biomsintetica y degradativa de Escherichia coli son
dimeres pero difieren en su pesoc molecular, la enzima
biceintbtica, Mr=82000 es 2000 daltones mae pecada que la 0ODC

biaodegragativa,

Ls ODC de Lactobacillus tiene aprovimadamente el mismo peso
moiecular, MeagSodd, pero exlste como un duodechmarc.
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Entre 105 sucariotes, la ODC de Physarum tieme acronimacdanente el
mismn pes> molecular gue la ODC bacteraana, FTOOWr G SeEmicn, v @8
tambien un dinero. La encima de levadurs 23 un meramars. Su peso
molecular en extractos crudos muestra Qgue es ge S&MQ v de SB000
para la enzima previamente purifitada.

Laa encimas de mamiferos tienen un peso molecular entre 48000 v
105000 (108, 114),

4.3.2 PUNTO ISCELECTRICO Y pH QPTIMO

La ODC (Tabla 4,.2) es una proteina acidica; pl determinados se
encuentran en un rango entre 4 a aprotimadamente 4.8 (1908, 114),

El pH tGprimeo para la actividad de la ODC se distingue réapidamente
de las enzimas bacterianas, las cuales han sido purificadas
(Tabla 4.2}, de la ODC de mamiferos.

La ODC biomintética de Escherichia coli tiene un pH Sptimo entre
8.1 y 8.3, una unidad mas grande que la ODE biocdegradativa. La
0DC de Lactobacillus tiene una actividad é6ptima bajo condicicnes
acidas (pH 5.8) (114). El Clostridium tiene un pH optimo de 7.5

{95) (Tabla 4.2),

La GCODC de levadura y hongo muestran un pH aptimo similar (8.0 vy
7.8 respectivamente) a los valores (7.0-7.7) para 1la ODC de

mam$ faros) .

La 0OLC de higado de rata cambia su pH Optimo bajo purificacién
desde 7.0 a 7.8 cuando se onsaya en presencia de fosfato de sodio
(114),

4.3.3 VALORES DE Km, Vmhx Y SUSTRATO ESPECIFICO

Las wenzimas bacterianas wse distinguen también de la 0ODC de
eucariotes por sus altos valores de Km para la ornitina, 1.7 a Sé
mM comparando con 0,03 a 0.2, Todas las ornitinas descarborilasas
tienen una alta afinidad por su cofactor fosfato de piridoxal,
con valores de Km entre Q.06 y 33 ,grr¢1141 {Tabla 4.2).

La dependencia de la actividad de la ODC biocsintética de
Escherichia toli sobre la concentracién de ornitina muestra la
cinética clasica de Michaelis-Menten. Cuando estos datos fusron
graficados como V tontra Y/5, Yy los puntos resultantes fueron
ajustados por el metodo de minimos cuadrados se obtiene una Km
para la ornitina de 5,6 mM (Tabla 4.2).

En la presencia de cualquier peliamina, la Km aparente se
incrementa mientras que la Vmax no tiene un cambio significativo
{Tabla 4.2) sugiriendo una competicion simple de la ODC con el
austrato (80).
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La afinidan aparente ode la 0ODC purificada de higado o® ternera
por la ornitina a 37°9C se calculo probands la enzima con  varias
concontraciones de sustrato y fosfate de piridonal 0.0 4H. La
enzima exhibe la cinetica de Michaelis-Menten, dando una doble
reclproca, la cual indica una Km para la ornitna de O.1e mM, La
enzima también presenta afinidad por el fosfato de piridoxal; la
Km de 1la ODC por sl cofactor fue de 2.54M cuando se mide en
presencia de ornitina | mM (13},

La ODC de Saccharomyces cergvisise sigue 1a cinetica de

Michaelis-Menten e¢n un rango de pH de 4.5 a 2.0 con una Vmas a pH
8.0 (41},
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CAPITULD V. REGULACION

La ODC se enguentra en niveles bajo= en las células en es+tados
fisiolégiros de latencia. Su actividad puede elevarses varias
veces Como respuesta a diveraos estimulos tréficps tales como

hormonas, drogas, regengracion de tejidos y factores que
a#atimilan el crecimiento celular en varias clases de tejido (4,
10).

Al mismo tiempo, si cesan las condiciones que favorecen este
crecimiento vy con la presencia de inhibidores de proteinas o de
la sinteais de RHA, se ob=erva un decremente gn la actividad de
la ODC (28&).

Eyisten varios tipos de regulacién de la actxvidad de la GLC (22,
26, 36, 43, 55, 77, 81, 10%):

1} Comtrol a nivel de la sintesis de RNA.

2) Control traducional por poliaminas,

3) Induccion de wna antientima o su liberacion  por
poliaminas y su inhihidor.

4) Tranziciones entre una formea activa Y una menos
activa {(ispenctimas o formas maltiples).

5) Regulacitn por hormonas.

é6) Estimulacion e inhibicién de la actividad de la ODC
por varios nuclettidos de guanina.

7) Control osmotico de 1la opc por cationas
monovalentes.

B8) Regulacién de la ODC a nivel molecular.

Para los cambios en la actividad de la ODC se han propuesto
varios mgcanismos. Los tres mecanismeos principales se repressntan
en la Tabla 5.1 (114).

S ha obtenido esvidencia gue muastra la sxistencia de tres formas
difsrentas de modificaciones post—-traduccjonales de la ODC (233

1) Formas mOltiples, distintas fisica y cineticamentm,
de la ODC.

2) Alteraciones que invglucran un grupo tiocl reagtivo
de la ODC v,

3) Interaccion de la ODC con otras proteinas vy acidos
nucleicos.

En general, la regulaciétn post-traduccional de la funcién
catalitica de enzimaa bicaintéticas se ha documentado con una
fosforilacitn reversible por protetnas cinasas y fosfoproteipa
fonfatasas (43).

Han sido reportadas modificaciones post-traduccionales tales
comp fosforilacién o transglutaminacian (77).
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®.1 CONTROL A NIVEL DE LA SINTESIS DE RNA

L actividad de la OBC se incrementa considerablemente en  una
variedad de sistemas eucarioticas y en algunas instancias se ha
demostrado que asu  incremento precede o es paraleio a un
ihgramento 2n la biosintesis y acumulacién neta de poliaminas

TABLA S.1
REGULACION POSTTRADUCCIONAL DE LA ACTIVIDAD DE LA ODC

——

COMPOMNENTE FPROPIEDADES ACTIVADOR
Antisnzima Protefna, PH" 25000 Putrasscina 1-10mM
Proteina -
cinasa Proteina, PM 28000 Espermidina,
{dependlients de espermina,
poliaminas)} - calmocdulina
Transglutaminasa Proteina, PM® 70000 Ionns calcio
100000

& PM= peso molecular {114)

y RNA an una variedad de tejidor animales (38). En muchos
sistemas celulares, la sintesis de DNA s precedida por wuna
estimulacion de la mintesis de RNA ribosomal (64).

Los datos de Gasa, Short y Lieberman de higado de rata regansrado
utilizande actinomicina D, 1a cual inhibe la sintesis de DNA
dependiente dJdel RNA, denuestra que Ja formacien de RNA es
ssencial para el primerc de los picos bifamicos de la actividad
de la ODC. E]1 segundo incremento depende de la formacion de RNA
durante e] pericdo del primer intcrementoc en la actividad, Los
resultados de Clarck en células 3T3 utilixando cordicepina, la
cual inhibe la aparicion de sintesis de DNA dependiente del RNA
en el citoplasma, sugieren lo mismo (&64).

2 CONTROL TRADUCCIONAL PDR FPOLIAMINAS

S.2

Hay evidencia censiderable gqgue indica unha regulacién post-
transcripecional de la 0ODE por poliaminas. Los resultados en
carcinoma oral humano, en linfocitos y en higado regenerado de
rata in vivo demuestran e] rapideo efecto post-tranacripcional de
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putrescina,pspernidina 0 espermina exdogena en el decremento de la
actividad de la ODC.

Datos experimentales en células 373, células hepaticas de rata y
célulags HTC muestran que auhgue la putrescina es  un inhibidar
competitivo déhil, su utilizacitn en concentraciones bajas

para bloguear la 0ODC in wsitu en estas ceéelulas no fuaron
suficientes para causar una inhibicicen in vitro directa de 1la
actividad de la enzima.

Clark y Fuller proponen un macarismo para el control post-
transcripcional después de obtener evidercia indirecta que
muestra gque las poliaminas bloguean especificamente la sintesis
nueva de 1a enzima en celulas 373 mientras que Canellakis vy
Thepharides indican que el tratamiento de celulas HTC con
concentracianes bajas de pukrescina y otras poliaminas causan la
desaparicion de la ODC inmunoreactiva (109).

Se ha demoatrade en células KB en crecimiento, en linfocitos, en
higado regenerado de rata vy en celulas 373 que la putrescina vy
espermidina tienen un_ efectoc blogqueante acbre_la induccidn de la
DDC. La mapermina (10°3M) y esparmidina 16%10°5M) pueden bloquear
la sintesis de ODC en células hepaticas de rata (HTC) sugiriendo
un control post—-transcripcional de la enzima por estas aminas.

La putrescina adicionada a células HTC en una caoncentracion baja

(10_uM) causa un decremento en la actividad de la ODC. E]l efecto

de westa fue independiente de la sintesis de RNA. Esto confirma

las siguientes sugerencias de un control post-transcripcional de
ia ODE por putrescina. La putrescina sxégena podria tener un

efacto directo o indirecto sobre la actividad de la enzima o

alterar las rutas degradativas o sintéticas de la 0DC (&1).

La vida media aparente tan corta de la ODC es regulada en parte
por el producto cbtenido por su reaccidén, putrescina,mediante una
inhibicitn por retroalimentacion {(77}).

5.3 INDUCCION DE UMA ANTIENZIMA O SU LIBERACION FOR POL IAMINAS

Uno de los aspepctos mas interesantes en la regulacibn de la ODC
®s un mecanismo regulatorio dnico (19, 101) que involucra efectos
macromolecul ares positivos y negativos de la ODC. El1 efecto
negativo, un inhibidor proteinico de la ODC, 1llamado antienzima
{17} es ®] mayor avance no s6lo en el Area limitada al control
de la sintesis de poliaminas sino también en @] campo de la
regulacion de la enzima en general (34).

Esta antienzima &8 una proteina (21, 42} y un inhibidor no
competitivo de la ODC (19, 3%, &1) con bajo peso molecular vy
constituye parte del control narmal del mecanismo que define el
nivel! de actividad de la ODC {35) y s producida en respussta al
incremento de los niveles de poliaminas o sus anAlogos (35, 49,
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&2, A&, 131). La antienzima =g aczumula haje condiciones de
exposicién a dieminas exdgenas (770,

La antienzima ec inducida por varian diaminas o poliaminas v
localizada en varios tejicos y células animales (49) incluvendo
higada de rata, celulas hepaticas H-3% de rata, celulas HTC,
células leucemicas L i210 de raten, células neurcblAsticas N-i8
de raton (49, 109), tiroide de rata (114), cultivos primarios
hepaticos de rata, bhigado de ppllo {49), células HelLa (27) vy
Escherichis coli. La antienzima se localiza en la fraccidn
citosdlice y aparece con un répido ntimerg de recambioc cen una
vida media comparable con la de la ODC (49).

La antientima se un® & la QODC especificamente Fformando un
complefe (19, 22, &2, 109) inactivo enzima-antienczima (19, 22,
109y iphibilendo la actividad de la enzima (&62). En la presencia
de antienzima, la reatcitn encimatics procede linealmente en una
ruta reducida (Figura 5.1). Eato excluye la posibilidad de que la
antiencima es una entima, tal coma la proteasa, inactivando a la
ohC., Varias evidencias indican que la antiencima inhibe a la ODC
por formacion de un complejo con la misma. Primero eata accion
inhibitoria es estequiometrica (Figura 5.2). Segundoc una andlisis
por filtracitn eh el muestra que reaccionan cantidades
squivalentes de antienzima y QPC. Tercero, el complejo inactivo
de la 0ODC vy la antienzima, determinado con la ayuda del inhibidor
de la antiencima, es eluido lentamente antes del analisis de 1la
CDC libre en filtracien en gel (49},

La tabla 5.2 rasume las propledades de las difersntes antiEnzimas
de divarsas fuentes.

Ep ha aisladeo la antienzima de ODC de células tumorales de Erlish
tratadas con putrescina durante su crecimiento in vivo (103).

Se ha reportado la presencia de antienzima sn células hepiaticas
H-~35 de rata, células leucémicas L 1210 de raton, células
naurchidsticas (61} y an célules eucariotes (46) en respussta &
altas concentracicnes de putrescina, espermina y espermidina (&1,

&6) .

En ctros sistomas celulares, l1la antienzima we inducida per 1, 3
diaminopropano (DAP) también como par peliaminas (&1). En higado
de rata v en cultives de células es inducida por poliaminas (22,

101) o sus anhlogos (101).
En higado de pollo es inducida por la administracion de DAF y por
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Pig. 5.1 Efecto de 1a antisnzims (AZ) y de 1lm antienszi-
mas tras su inhibicién (AX) sobre la sctivided
4a 1a ODC (49).
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TABLA 5.2
PROFPIEDADES DE LAS ANTIEIZIMAS DE DIVERSAS FrURNTES BIOLOGICAS

PURMNTEZ PESO MOLECY TIEMPO DE VL pI  ACTIVIDAD AEPE-
CULAR APh= DA MEDIA & ESPECIFICA REMCIA
HINUTOS {unidaden/
ng de pra
toins)
BACTERIAL
Zaghecichin ooty 1s000]2000* : L
ACIDA 49500 1.8 4,4% 30
1,3 20
RASICA $000 y 110000 .3 459 50
=10 20
MANIPERCS
Higado de rata 24300 & e as
235000
24500 9.8 101
19-45 12
uigado de polle 12.8 23
cétules hapdticas
da rats 12.8 232
Corabro da ratém  26300f 18-66 1

estimado an filtracidn en gel

wnidades/wy da protaina

{unidades/ny de protefna)xio-d

sstimadio pur SDE-PAGE {10K pollacrilamlida)
daltons y 84 senslble 8 tripaina

16bi1 a1 eslor y samsible a tripeina

- 0 & b ¥
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espermina, espermidina y cadaverina (22},

La adicitn de putreacins o de poliaminas a cultivos de células de
mamifaeros asl como su administracion a ratas, estimula la
aparicitn de la antienzima. Se ha demostrado su presencia an el
mutante MAZ2SS de Escherichia cali con propiedades similares a la
anticnzima de mamlferos y cuyo nivel de actividad se incrementa
por la presencia de putrescina (50},

Se ha descublierto otro factor proteinico en higado de ratas,
inhibidor de la antienzima, que inactiva especificamenta a éxta
antienzima al formar un complejo. E1 inhibidor de la enzima
reacciona con ia ODC en &l complemio inactivo enzima-antienzima
(49, 101, 114},

Se especula que este inhibidor de la antiencima es una forma
modificada de Ia ODC, que pusde ser fosforilada o transaminada
{114).

El inhibidor de la antienzima jinhibe espacificamente a la
antienzima y reactiva a la ODC después de =u inactivacién por 1la
antisnzima (101). En forma aparente el inhibidor de la antienzima
inhibw a esta al formar un complajo con la misma.

Este inhibidor reacciona con la OPC en el complejo inactivo
enzima-antienzima, por liberacién de la enzima. E1 inhibidor
attia independientenents del tiempo ¥ de uha manera
estequiomiktrica.

La presencia del inhibidor de la antienzima se ha demostrado en
%} eaxtracto de higado de rata en wl cual la 0DC se ha inducido
por tiocacetamida y &cido Di-alta-hidracino-delta-aminovalé#rico,
El inhibidor no coexiste con la antienzima y se localiza san la
fraccian citoselica (4%).

En la tabla S.3 se pressntan las propisdades del inhibidor de la
antienzima de higadn de rata. -
TABLA 5.3
FPROFPIEDADES DEL INHIBPIDOR DE LA ANTIEMZIIMA DE HIGADD DE RATA

PESO MOLECULAR INAGCTIVACION REFERENCIA
105000 Tratamientc a 709°C por 13 47, 101
min & tratamiento ¢on
tripsina
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TRAMSICIONES ENTRE UNA FORMA ACTIVA ¥ UNA MEMDS ACTIVA
{1SOENZIMA O FORMAS MULTIFLES)

.49

s ha demastrado el contral de la OOC A nivel de la transcripcion
Yy de la traduccion. Eat® cantrol podria giercerse par
modificacianes poa-traslacionales de esta enzima, tal como el
rjemplificado por las isoformas cargadas gque s# hHan  aisladoc de
wata oncima en varias tejyides (§15). Dentro de una celula simple
hay formas oGltiples de la ODC y w4 interconversidn de estas
ispenzimans (58, 117) v modificaciones post-transcripcionales
(317? podrian westar relacianadas con la regulacisn de la
actividad de esta enzima (355, 1(7).

lLas isasnzimam son formas miliiples de uma enzima determinadaj
pueden presantarse en una sbla aspecie de organismo e inclusa en

La existencia de estas formas maltiples puede
deatacarse vy separarse mediants electroforesis en griea de
extractos crlulares; puesto que estan codificados por goenes
lag isozimas difaeren en st composician aminoaAcida vy

unma wsola célula,

diferentes

par- lo tante en los valores de sus phin isoelectricos.,

Generalmente las isprimas estan conatituidas por mezclas
clases de cadenas

asociadas de diferentes
en las gue estan combpinadas las propiedades
~adae tipo de

intimamente
potipeptidicas,
cinkticas y de enlace wspeclficas aportadas por
cadena (88).

Le modificacian covalente de una enzTima por enzimas modificadas
sapecifican tal como las protelinas clhasas y proteinas fosfatasas
gensralmante resuita en dow o mas formas de regular la snzime gque
difiwre en su activided y/c wstabilidad. Se ha encontrado gue las
farmas maltiples de wuna enzima cambian en essociacion con

diferentes hormoonas o Agentes inductores.

En la regulacion de la actividad de la DDC =4 ha destubiertoc gque
eatan presentes wn las ceélulas dos formas flgica vy cinéticamente
distintas (37' y probablemente na =#e limitan a wsucariotes
simples. MHay evidencia de la existencia de dos farmas de la ODC
con distinta activacion con PLP en células de hamater chino
(37) y =n higado de rata (37, 117). Se ha demoatradoc la
fon respecto & la afinidad por

svintencia de dos formas e 0ODC,
PLP, en o] crecimisnta exponencial de células ITI (34, 3I7).

Se han chusrvado dows formas monoméricas de ODC distintas an crudo
vy an Jja enzima altamente purificada de riNon de ratdn, higado de
rata y an chlulas hapihticas de rata, vy =0 otros s# Ma visto an
corazbn de rata altamente purificada y en higado de ternera. Exta
dintincién entre las farmas no es afectada por la completa
adsencia de Ia cosnzima (PLPY vy nD s relaciona & wn pesg
molwcular bajo de las sspecies de ODC {315).

En 1la tabla 5.4 se resumen las propiedades de las diferentes

inoenziman.
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En Physarum polycephalum., asi ccmo 2n Tar:i1338 fula-i18T2co2, la
agtivica® age la 0L es regulada en fumzion aal metaboligme
celular, El mecamismg oe este control sensiple involucra dos
formas - distintas fisita y cineticamente o= la encima. llna de
estas formas podria wuniree a la coensime debilmence, perc ac¢
relatavamoante menos estable. 2ugirience gLe e8sta forma podria ser
un =matade ntermedic de Ia enfima QuE Dwede convertirse 3 la
forma acktiva o degradativa por snzimas prot2oliticas. dependiendo
del estado metabolico £2lular, Es evidente quo ls interconversion
entre estas formas es un punto importante. Y Quichés  limitante,
del! control en la biepsintesis de putrescine (37),

La presencia de forinas multiplee en sistemas de mamiferos ng se
ha corrpelacionado directamente con la requlacisn in vivo de 1a
actividad de la enzima. Esto podria reflejar umn sistema de
digtribucién de la formas de QDC, o 1la ferma B podria s=e
pxtremagamentre l1abil in vitro cuyva canverszion de la forma A a la
B podria detectarse s&lo con la péeraida en la actividad total de

ia GQDC <37).

La gromatograflas de intercambio idnico er DERE  a revelads 1la
presencia de estados maltiples idnicos del aislamiento de la ODC
activa de varics tejideos de raton, rata vy vaca. Muchasg
laboratoriosx han caracterizado a la OPC nativa de mamiferos como
un dimero que puede ser discciada en dos subunidades idénticas.
Recientemente se ha reportado una correlacion entre la diswolucion
inducida por sal y la inactivacion de 1la& enZima. Se ha sugerido
gue la ornitina podria controlar su inactivacion estabilizando su
dimerizacitn la cual es promovida por la coencima PLP (115).

5.5 REGULACION FOR HORMONAS

La activacién de la ODC generalmente asociada con la sintesis
macromolecular tan bien como el crecimiente vy division celular
sugiere que e® un prerequisito para la inicieacion de la sintewis

de DNA (104),

Los procesos de crecimiento, durante Ions cuales se incrementa la
actividad de la ODC, incluyen la embriogéenesis (26, 28, 72, 73),
hipertrofia o hiperplasia (24, 28}, higado regenerado de rata
(72, 773, la respuesto anabdlics de teldidos a hormonas troficas
(246, 208, 72, 72) y proliferacion celular en cultivos. Hay tres
categorlas distintas de hormonas, que provocan la induccion de
la ODC comn parte del proceso de crecimiento de tejidoa (26, 28)1:

1) Hormonas troficas {ACTH, TSH, LH, hormona del
crecimients vy catecolaminas), las cuales afectan la transcripcien
a través de un mecanismn gue involucra la activacien de Jla
proteina cirasa dependiente de AMPc. )

2 Hormonas esteroides (estradiel), qgue afectan el
proceso transcripsional para promover la induccion de la ODC  por
su unidn a receptoras citopldsamicos seguido por una transferencia
del complejo receptor al nucleo.
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T Factores de crecimiento hormonales (Jactor do
crecimienctt 2sigermico o de un nervaol.

Ezstaz normonas tienen receptores de membrana que no ge unen a  la
activacitn 2e la adenilato ciclnga, E£E]1 meconismo de accion de
estos agentes es hasta ahora desconocido en relacizcn a cemo  la
zphial inductcra es transferida de la memprana al noclec, B4 =u
accinon e ejorce a nivel transcripcional o traduccicnal (26).

Mumerosos estudios sugieren la existencia de una relacion
metabblica entre una entensa variedad de hormonas v la regulacian
de la bicaintesis de poliaminas en varies esiudipgs incluyendn la
hormona luteinizante (LH), esatradieol, hormaona del crecimiento,
ACTH v cortisol (&8},

Hay evidencias congiderables de que la induccisdn de la 0DC
durante el progreso del ciclo celular, es regulada
transcripeionalmente por  la activacien de la proteina cinasa
dependiente de AMFE y su translocacién al ndcleo deonde se afecta
la lectura genetica (&69).

La glicoproteina luteinircante de la pituitaria (LH la cual causa
la ogvulacion vy la consecuente produccion de egternides por el

cuerpo lbtec) induce la actividad de la ODC en ovaric de rata
{28, &l), Esta induccitn aparece seguids de la estimulacien de
prostaglandina ¥ s acumulacion. Par otra parte la
prostaglandina E2 estimula la actividad de la enzima in vivo en

ovario de rata (28).

Asimisma la gonadotropina coribnica humana {(HGC) esetimula la
actividad de la ODC en ovario de rata v el cAMP podria en parte
regular a la anzima (&8}.

Recientemente se demostrod gque la administracion de relanina. una
hormona del embarazo, incrementa significativaments la actividad
de 1a ODPC en el dtero y otros tejidos del ratén en pocas horas
{2B).

La ACTH extgena, la hormona del erecimiento y el cortisol
incremsntan la actividad de 1la ODC wen ritMén de rata
hipofisectomizada (&8},

Las harmohas del crecimiento de humano, bovino y ovino causan un
incremento en las activadades de las DDCs de gerebro e higado
fetal ¥ neonatal, Variosn polipéptidos con hormonas del
crecimiento poseen la habilidad de estimular la 0ODC.

El lactbtgeno placentaric oving, una hormena peptidica, pre=sente en
altoa niveles en el feto durante el segunde periodo del embarac-o,

es comparable a la hormona de crecimiento ovina en su  habilidad

para estimuler la actividad de la 0DC en cerabro ¢ higado

neonatal de rata.

En numercosos tejidos (higado, ribon, bazo y  suprarrenall  la
prolactina estimula la actividad de la ODC.
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La  insulina, la prolactina y glucocertizoide. en :ém:;n::;en,
incrementan la activadad de la OQDC, Esto =ugisera Sue el
Incremento inicial de la actividad de la entima se afacta 2 rmivel
post-transcripcional. donae les incrementas posteriores son
modulagos & niveles sranscripgiconal y traduscicnal (I2S).

La insulina estimula la actividad de la ODC en celulas HYTC per un
mecanismo que actia parcialmente a nivel post—-transcriscicnal
{87) vy am ha observado un incremento rapido e=n su actividad an
cultivos de células hepaticas y de riften en hamster recien

nacido despues de la adicion de suero o insulina (71).

En el misculo del corazon, la QBC juega wn papel! crucial, porzue
su actividad se incrementa en condiciones gue correlacionan  con
una actividad funcional elevada del mascule, En  realidad
numerosas hormonas podrian estimular la actividad de 1a 0ODC
cardiaca. En particular la promocibdbn de la activacion e la 0ODC
ha sido reportada por tratamiente con adrenalina, noradrenaiina y
harmona del crecimiento.

Los mecanismos por los cuales las catecolaminas  permiten 1la
activacison de la ODC cardiaca no se conocen exactamente. Algunas
investigaciocnes muestran que el incremento en la actividad de la
enzima es controlada a nivel transcripcional por AMFe mediante la
activacion de una proteina tinasa dependiente del AMFg (53).

La induccién de la ODC durante la fase Gl del ciclo celular
parece ser universal y esenclal para la progresion del ciclo
celular. Esta inducciétn se ha demostrado en 23 tipos de células
#h respuesta a varios estimulos del crecimiento. Los estudios de
los efectos de los retinoides para inhibir el crecimiento celular
en ovario de hamster chine (CHO) imdican qQue lazs células son
bBloquradas en la fase B! del ciclo celular.

Los retinoides =6lo inhiben la induccitn de la actividad de "la
enzima cuando ne adicionan en las primeras 2 a 3 horas de la
progresitn de la fase Gl. Se ha postulado que la induccion ¢gw la
ODC es un requisito para la progresién de la fase Gl y que las
propiedades antiproliferativas de loa retinaoides astan
relacionadas con la habilidad especifica para inhibir esta
enpresitn, Ya que lpe retinoides no alteran, dramaticamente la
ruta de la sintesis protelca, su habilidad para inhibir la ODC
podria relacionarse con su habilidad para inhibir al mFNA para la
sintesis de la enzima (69},

Estudios sincrénicos de la progresion del ciclo celular de
células normales y transformadas incluyendo células CHO. muestran
que la transcripocién dependiente de la induccian de la GDC  ocurre
como  un evento temporal maximo durante la transicion de la faswe
81 a la 5 (72, 73).

El tratamiento con estradiol incrementa los niveles de putrescina
en G(tero de rata castrada por estimulacion de la actividad de la
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ODC (28, 3bé1.

2  ha recortadec un increment? 2n la actividad de la enzima en
pidermis de pollo eapuesta al factor de crecimiento epidermice

=1
L
v en linfecitos humanoz estimulados por fitbhemaglutinina (56).

ESTIMULGACION E INHIRICION DE LA ACTIVIDAD DE LA 0DC POR
VARIOS NUCLEOTIDOS DE GUANINA

u
.
4§

Varias observacicnes sugieren que el nucledtide guanosina-5'-—
difosfato-3'~difosfato (ppGpp) peta involucrado en la regulacidn
de la ODC. Se postuls que la QDC tiene una alta afinidad por la
guangsina S’ —trifosfato (GTFR), el cual puede activar la enzima,
por lo que el ppGpp podria competir como analogo estructural con
€l CGTF por la ODC y causar una inhibigion de la bicsintesis de
putrescina (&2).

Se ha observado nque el GTP y el ppGpp acthan como activador e
inhibidor, respectivamente, de la 0ODC de Escherichia coli. Se
concluyd que la inhibicidn de la sintesis de RMA es acompafrada
por un cese de la sintesis de poliaminas que es el enlace para la
inhibicién de la ODC por ppGpp (&5). La inhibicién sspecifica vy
competitiva de la enzima por ppGpp (462, "70) sugiere que los
cambios en la acumulacién de putrescina y espermidina son debidos
parcialmente a la aparicién de polifosfato(s) de guanosina (7Q}.

Parece razonable concluir que 1a regulacitn de la sinteasis de
putrescina en E. coli involucra el ppGpp eristiendo una
correlacién directa entre los niveles de ppGpp y la sintesis de
DDOC o su actividad (462).

En E. coli existen dos ODCs diferentes: la biodegradativa y la
biosintética, tuyas actividades 3e aumentan par GTP y por otros
nuclesctidos fosfatos 4in vitroi la ggPgg es un inhibidor de la GDC
biosintétiva in vitro. Se sugiere gque la sintesis de RNA y de
poliaminas se regulan coordinadamente in vive por e! naivel
intracelular de estos nucledtidos regulindose la actividad de la
ODC por estos in vivo en E. coli MA2SS (&s).

La ODC parciaimente purificeda de E. coli CP78B {fue inhibida por
ppGpp de una manera competitiva con respectoc a GTF, el activador
de la enzima sugirienda que la sintesis de poliaminas an E. coli
CP?8 es regulada por ppGpp (70).

5.7 CONTROL OSMOTICO DE LA DDC FPOR CATIONES MONOVALENTES

Se ha reportado que i0_eM de varios cationes tHg" . K*, Nat )
bloquean la induccién de la ODC en celulas hephticas H-35 de

rata, L 1210 v celulas de neurcblastoma (&1, 118},

El efecto inhibitorio de estos catiomes sobre la induccitn de la
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actividad de la DDC en diferentes llnegas celulares sugiere gue la
funcién intracelular de la ODC, v de los productos de su reaccion
{putrescina, espermina y espermidinal, podrian estar involucrados
intimamente con los cambios en €1 nivel do los cationes (118).

5.8 REGULAEION DE LA ODC A NIVEL MOLECULAR

Un impcremento en la actividad de la ODC paresce ser uno de Jos
primeros cambios gque se dan después de la estimulacién de la
proliferacion celular en muchos sistemas celulares (10&).

La proliferacitn celular incluye dos procesps
principalea: cracimients celular y divisiotn.

El proceso de crecimiento sirve para duplicar todos los elementos
estructurales y la gapacidad funcional de la celula. El paso
clave del crecimiento celular es la duplicacion del DNA, gue es
un prerequisito genético absoluto para la divisison celular.

lL.os procesos de duplicaciéon de DMNA y la mitosis estan bien
identificados y permiten dividir el ciclo celular en cuatro fases
sucesivas: G1, 8, G y M.

Gl es #)] periodo entre la mitpsis (M) y la sintesis de DNA(a}, vy
GZ as ®#l1 periodo entre S y M., La fase intermitésica (Gi, S y G2)
s® caractaeriza por un crecimiento celular continuo.

En la fase G1 del ciclo celular estan contenidos numerosos pasos,
algunos de los cuales son ssenciales para el ipnicio de la
duplicacion del DNA.

Uno de los primeros cambios que tienen lugar desputé de que las
c#lulas entran en Gl, &3 un incremento en la actividad de QDG
{(91).

Hay w@videncia considerable an adenovirus tipo 5 gue sugQisre . gue

la acumulaciion de poliaminas en las células #5 un  preresguisito

para la subsecuente sintesis de DNA. La DDC es dependiente del

ciclo celiular, con un primer pico en la fase Gl, precediendo la
iniciacién de 1a sintesis de DNA, Yy un segundo pico en G2. La

inhibicien de esta enzima inhibe la sintesis de DNA en varios

sistemas sequido de un estimulo proliferativo (&4).

La induccidn de la ODC durante la fase Gl del cicle celular
parsce ser universal vy esencial para el desarrolle del ciclo
celular. Esta induceién s ha demostrado en 2T tipos de células
en respuesta a varios estimulos del crecimiento (69).

En g¢e#lulas Don C la actividad de la ODC varia durante #1 ciclo
celular, incremsntandose durante la etapa final de B1 vy la
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inicial de § y la $fase Fimpal de S {(Figura 5.3}, &En agigis=n. un
tercer pico oe actividad parece presentarszse en la fazse M previa a
la division celular la cual podria prezentarse curante la vase (G2
del cicle (58,

En muchos sistemas la induccion de la ODC es mediada por AMPC, el
cual activa a la protelna cinasa. En otros modeles el insremento
en la actividad de 1a entima parece estar disociada de 1los
cambios en el contenido de AMPC, sugiriendo MRrcERiEMbs
alternativos de la regulacidn de la enzima (3J0}.

El1 AMPc tiene un efecto predominante a nivel de la transcripcisn
en las celulas eucaridticas y podria regular negativamente a la
OnC  ern una manera indirecta por la estimulacitn de una sinteais
de una molécula represora no caracterizada la cual inhibe la
actividad de la sn=ima (B81).

Euiste la posibilidad de que la induccidn de la actividad de 1la
gpc  por AMPc representa un evente crucial en wna autoregulacion
del contenide de AMPc disparado por incremento del mismo AMPe,
camo se ilustra en la figura 5.4 (30},

aCTivibap
~~8E PROTEINA CmARA
ACTIVADOATS P ~a

o ADENLATO CIGLAR 'f \\
4 ~
NIVIL DX ALTVINAD
aAMPC 14 ﬂ‘ﬂc

TN IBIDORE B e i
DE FOSFOCMLNTERARAS

’
' ' N Activioan o lolnhnmunT /
. " ,
t
ampc fxcssme ) ~. wivEL oK -

-
L S roLamina B
Aup

Fig. %.4 Induccién de la actividad de la ODC por AMPC
(J0). :
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Las generalizaciones en cuanto a el papel ael AMPE en la
regulacion de¢ la actividsed de la QDT hepatica estarn basadas en
estudios an animales i1ntactos y aunque el AMFc podria
incremantar la actividad de la DDC en algunos sistemay
experimentales, las generalizacipnes &n cuanto a la regulacion
intracelular de la enzima parecen prematuras con referencia a
ectudios de varias tejidos normales de diferentes especies (J8}).

El control negativo de la 0DC por AMPEC es aparentemente muy
especifico, Este resultado es evidencia de qua el AMPc juega un
papel importante en la regulacion de la putrescina por esta
enzima,

La regulacién negativa de las dos vias para la bipsintesis de
putrescina (a partir de L-ornitina & L-arginina}l por AMPC
representa un nuevo control para la biosintesis de poliaminas en
Escherichia coli.

Después, la farmacién de putrescina fs considerada la limitante
en la produccion de poliaminas. EI control de la actividad de la
0ODC  por AMPc  proves una edplicacion para los cambios en  los
niveles de poliaminas como una funcién de la ruta de crecimiento
por ejemplo la concentracion intracelular de AMPe.

Se sugiere gue la actividad de la ODC puede inducirse por cambiocs
en nucledtidos ciclicos tales como el AMPc vy la actividad de 1la
enzima en cultivo de células de hueso es regulada por cambics en
1a concentracion del AMPc (104).
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CAPITULD VI. INHIBICION

Durante los ultimos afios ha existido muche interes en el
desarrcllo de sustancias inhibidoras de la sintesis de poliaminas
yva que estan involucradas en el proceso de proliferacion celular
(91, 111,

La mayor parte de la investigacion reali-ada hasta el pressnte, =e
ha enfocado hacia las descarbonrilasan, en especial a la busqueda
de dinhibidores de la ODC (?1). Esta inhibicion no es facil de
estudiar por 8su vida media tan corta, aiendo rapidamente
inducida, regulada por el producto de su reaccién y estabilizada
contra la degradacion por inhibidores competitivoys (2),

Estas consideraciones dictan gue una adecuada inhibicién de la
gnzima deberia ser con un inhibidor irreversible el cual persista
dentro de loa tefidos (B82).

Los inhibidores wutilizados para la ODC caen dentro de las
siguientes categorias (1, 91, 111):

1} Analogos estructurales de ornitina y putrescina los
cuales actuan come irhibidores competitivos de la 0ODC. ’

2) Compupstos que compiten con el cofactor de la enzima,

3} Diaminas y sus derivados gque actdan como represores
de la sintesis de ODC.

El desarrollo preferencial de inhibidores de dJdescarborilasas
pusde explicarse por dos razones (91)z2

1) Se cras que la velocidad de descarboxilaciéon de la
ornitina es limitante an la regulacién de los panos blosintéticos
de las poliaminas, Aungue, =0 Algunos cascs, la sintesis de
ornitina podria ser el factor limitante, T

2) Los wmecanismos cataliticos de las transferasas
{espermidina sintetasa vy sspermina sintetasa) no han sido bien
wlucidados.

AlgQunos inhibidores parecen unirse irreverasiblemente a la enrima
que dnhiben)y pero algunos, como la DL-Difluorometilornitina
(DL-DFMO}, we unen irreversiblemente y son entonces 1los mas
efectives (111).

En la tabla &.1 s8 enumeran algunas de las sustancias gque bloguesan
de manera efectiva la sintesis y acumuelacion de poliaminas en la
célula viva (1},

6.1 ANALOGOS ESTRUCTURALES DE ORNITINA ¥ PUTRESCINA

l.a mayoria de los analogos estructurales son inhibidores
reversibles competitivos de la opc (31, 111). Algunos

72,



TABIA 6.1}

INHIBIDORES DE LA ORNITINA DESCARBOXILASA

ENZIMA

INHIBIDOR

MECANISMO DE ACCION

crnitina dascag
roxilass (ODC)

ANALOGOS DR SUSTRATO:
A, DL~ = <hidracinocornitina

B, DL= ==metilornitina

€, DL« «-=hidracino-metil
ornitina

D. Trans-3-dehidro-pL-
ornitina

.. DL, o -DFMO

AMALOGOS DPEL PRODUCTO:

PF. Trans-1l,4-diamino-2-
butano

G. 1,4=-diaminobutanona

H, S<hexino-l,4-diamina

IX. Trane hex-2-¢n~5-fno-

. 1,4 dismine

Je Bomsl s da diaminss

. con 3=12 dtomos de
carbono O

X. 1,3-diamino-2-propancl

Reversible y coape-
titivo
Reversible y coape~
:ﬂ:l.voibl

avers e y compa-
titivo o pe
Ravarsible y coape-

Irreversible

Reversihbls y coape-
titivo

Reversible y compe~
titivo

Irreversibla
Irrevarsible

Indirecto. Bj.: por
induccidn de la peg
tefns que inhibe a
1a obC (opC-antien-
zima)

Indirecto
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innioidores, cams 1a alfa-matilornitina . (alfa-M,
alfanidracinoernitina v 1.4 diaminoputandna, causan uh ingremento
en la actividad de la OPC in wvive como resultada de la
estabilizacion de la enzima. La vida media de 1la encima se
prolonga al wnirse con les inhibidoresa. La inbibicién ip vive
puede ser revertida al incrementar la concentraciden de fosfatn de
piridoxal (11).

Entre estos andlogos tenemos:
6.2 ALGQUIL ¥ ARIL ORNITINAS SUSTITUIDAS

De estor derivados £l mas potente es la alfa=-MO la cual s=se ha
utilizrado ampliamente para inhibir la sintesis de putrescina.
Altas concentraciones de fosfato de piridonal no revierten el
efecto inhibitorio de la alfa-MO la cual estabiliza a la enzima
contra su degradacién. Mc Cann et al sugirieron que podria tener
un efecto indirectoc sobre la sintesis de la enzima (111)(Tabla
B.2).

La {2 )=-alfa-MO geperalmente causa wna readuccitn en la
concentracitn de putrescina y un pequeflo decremento en la
concentracién de espermidina (25). Se ha observado que la (2 )~
alfa-Mo0 @3 un potente inhibidor competitivo de la 0ODC de
mamiferos de diferentes tejidos (25). Fero ms un sustrato para la
0DC parcialmente purificada de Escherichia coli {(114).

.8 alfa-M0Q inhibe la O0ODC (aungque con una Ki de 20 aM)
independientamente de la concentracion de fosfato de piridoxal
(114).

Este compussto compite con la L-ornitina con una Ki de Zax106 M
inhibiendo la asintesis de putrescina y sspermidina en células
hephticas de ratas, previene la proliferacion celular vy la
replicacibn de DNA.

Este inhibidor, similar a otros andloges de ornitina, incrementa
la vida macdia de la ODC, aparentemente por interaccién con el
sitio activo (108).

Se han sintetizado varios sanhlogos de alfa—ajquil y alfa—aralquil
sustituidos vy se ha probado su efecto in vitrd como inhibidores
de ODC de prostata de rata. Estos compuestos scon muchc menos
mfactivos que la (2)-alfa-MO. E] compuesto mhs activo de esta
asrie s la alfa-n-octil-(Z)-ocrnitina gue es &0 veces menos activa
que la (2)-alfa-MO y la alfa-n-butil—-{(Z)-prnitina que resulta 270
veces meEnos activa que la (Si1—-alfa-MO. La alfs—ciano-metil-{z)-
ornitina es un inhibidor irreversibie de la ODC (23).

6.3 ACIDD S-AMINDO-2~HIDRAZINDO VALERICO (ALFA-HIDRAZINDRNITINA)

Harik y Snyder {(1973) fueron los primeros en demostrar que sate
compupsto es un inhibidor de la ODC, ®1 cual es un derivedo alfa-
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higrazing el Acido 5 amanovalérico, cuvec mecanigmo de inhibicisn
es mas compleio que el de la alfa-MD. Este actua competitivamente
con ~especto A la ornitina tanto en Escherichia coli como en
Arostata oge rata y su inhibicitn se reduce enormemente  en
presenclia o altas concentraciones de rosfato de piridoxal . Este
Compuas=o es unrt inhibidor no gcompetitivo con respecto a la alfa-
hidrazinoernitina. La hidrazina, por si misma, &5 un inhibidor
competitivae de 1la ODC coen respecto al fosfato de piridoxal

probablemente debido a su interaccion con e! grupo carbonilo del
miamo. La alfa-hidrazinoornitina es un inhibidor mas efectivo que
la hidgrazina y especifica para la 0ODC. Farte de sus propiedades
inhibitorias podrian deberse a su habilidad para reaccicnar con
)] fosfato de piridoxal y su alta selectividad a la semejanza con

®] sustrato.
Se ha demostrado que el aAcido DL-alfa~hidrazino-delta-—

amipovalérico {(HAVA} #8 un potente inhibidor competitivo de la
ODC (1%, 111} cuya inhibicién se reduce por la adicion de fosfato

de piridoxal (1l11).

9 agrega alfa-hidrazinocornitina a un madio de cultivo de
vida

{Tabla

Cuando
celulas hepaticas se incrementa la actividad de la ODC y su

madia de 10 a 20 mihutom a semejanza conh la alfa~-MD (111)
6.2).

Este inhibidor aes relativamente  selectivo, otras anzimas
depsndientes de foafato de piridoxal no son sensibles como la GbC
de promtata de rata (Ki 2x107¢M}. Este analogo de orpitina
también inhibe la acumulacitn de putrescina en higado regensrado
de rata y an cultivo de células hepaticas de rata. La inhibicion
par alfa-hidrazinocornitina se reduce significativamente con altas
concentraciones de fosfato de piridoxal (108)

La alfa-hidrazinoornitina inhibe la ODC de Escherichia colli (Ki
0.5 4M) y la ODC de prostata de rata (Ki 2 eM) (114).

Se ha reportado wl efectoc de HAVA sobre la sintesis dé putrescina
en las glandulas parotidas de raton. E1 tratamiento in vivo con
HAVA disminuye de manera importante el aumento de los niveles de

de

putrescina en las gléndulas de raton par administracion
isoprotersnol (108}.

Utilizando DL-HAVA se tiene umn valor de Ki para la ODC en higado
y prostata de O.5#M siendo un inhibidor mas potente que los

derivados insaturados de ornitina y putrescina los cuales tienen
valores de Ki de 2.2 y 2.OJpH respectivamente (114},

El HAVA inhibe la acumulaciéon de putrescina, sspermina vy

espermidina in vitro en linfocitos en los que se induce la ODC y
reduce la ruta de la proliferacitdn celular (85).
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G SCIZS ZE AMINO-I-HIDRAZ INO=2=-HMETILFENTANITICA

La #l2a=MD vy el HAVA gon inhibidore=z coanpetikives de 1la 0ODC.
Adel-Murien et al probaron 3us e+ectns al caombinarlos con un
analego, el acaido (f ) S-amino-2-hidrazing-Z-metilpentanocico, que
es wn innipidor competitivo de la OBC de prostata de rata, con un
valor ae FKi intermedic entre la alfa-Md0 y el HAVA. Cuando se
prosé€  in vivo se obServd que resulta menos efectivo que la alfa-
MG aeBizc A& un incremento en los niveles de puktrescina. Su
inhibizién se reduce in vitro per fosfato de piridoxal (111)
(Tabla 6.2). .

La inhibicitn de este compuesto in vitro es dependiente de la
concentracion de fosfato de piridoxal siendo suprimida a altas
concentraciones de la cownzima (25).

6.5 OTFOS ANALOGOS DE ORNITINA

El analogo insaturado, trans-3-dehidroornitina , es un fuerte
inhibidar competitivo y reversible de 1la 0DC (31, 111},
Recientemente Mamont et al reportaron que la DFMD es un inhibidor
irreverasible de 1la enzima en células hepaticas ‘de rata. La
actividad eniimAtica nc se detecta en estractos de células
dializacdas despubs de tartarse con DFMO. La ODFMO en una
cancentraciéon 0.0!mM  impide casi totalmente la acumulacion de
putrescina y sspermidina.

Se# reportd que @l DL-alfa~-hidrazino~delta-benzilamino valerato
causa alguna inhibicion en el higado pero la DL-eritro y DL-treo-
beta-hidroxiornitina no tienen efecto (111) (Tabla &.2).

Se observa en la figura 6.1 que muchos an&logos de ornitina con’
excepcion de alfa<-vinilornitina son inhibidores sfectivon de la

ooC in vitro. La introduccion de un doble enlace (3, 4-trans-

dashidro © A ) =n la cadena aumenta conaiderablemente lasn

potencias de la DFMO y alfa-monofluocrometilornitina (alfa~-MFMO)Y.

No s&lamente =2 incrementa la afinidad de la enzima {con una Ki

aparente baja) sino también su radpida inactivacien (tgyp de

saturacitbn ¥y & una concentracion 10 mol) especialmente en el

caso He A-=MFMO (113).

La DL-alfa-MFMO es un inhibidor irreversible de la ODC que actua
en el sitio catalitice de la enzima formadndose un fuerte esnlace
covalente entre la enzima y #] inhibidor (37).

El desarrcllo de inhibidores especificos para las enzimas en  las
vias hiosinteticas de poliaminas bacterianas no ha sido sencillo,
particularmente en la identificacion de inhibidores de las
prnitinas descarboxilasas bacterianas., Se mostrd previamente gque
la HMFMD es un potente inhibidor irreversible de la ODC de higado
de rata pero no se ha probado contra una enzima de bacteria (57).
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6.6 ANALODGOS DE FPUTRESEIMA

Entre los analogos de putrescina gque inhiben a la ODC ancontramos
a los andlogos alfa, beta insaturados v la 1,3 diaminobutamena
(31, 111,

£l 1,4 diaminoc—trans-buteno es un potente inhibidor competitivo
de la enzima (3, 111} siendo menos potente el 1,4 diamino-2-
butino. La inhibicién producida por estos analogos es revertida
por fosfato de piridoxal. Se piensa que 1los complejos formados
entre 1las aminas y el fosfato de piridoual podrian ser los
inhibidores actualeas (111) (Tabla &6.2). .
Muchos anhlogos de putrescina se probaron como inhibidores
potenciales de la ODC de Aspergillus pidulanw pero sélo la 1, 4
diamincbutanona inhibe fuertemente en una concentracitn de 1,3
mM.,

La {, 4 diaminobutanona es un inhibidor compatitive reversible de
la DDC (31, 111) siendo més efectivo contra la ODC de Aspergillus
nidulans y &n menor grado contra la de Escherichia coli. Este
inhibidor es inestable en solucitn (111},

En unm intento pars preoducir un inhibidor maAs estable 1]
sintetizaron 1los derivados oxima y semicarbazona de la 1, 4
diaminobutanona los cuales poseen propiedades inhibitorias
menores,

Ge wncontrd que la 2-hidroki-putrescina es también un inhibidor
competitivo de la enzima de Aspergilius nidulans pero tiene un
valor de Ki comparable con el de la putrescina (Ki 0.06 m),

La 1, & diaminobutancna induce un incremento en la cantidad de
obpc on conidia Qerminada de Aspargillus nidulans por
mstabilizacitn de la enzima incrementando su vida media (111).

El trans-1, 4-diamino-2-butano es un inhibidor reversible de 1a
0D (31). Se ha sintetirado el analogo alfe-trifluorometilado el
cual poses propiedades *inhibitorias suicidas™, =1 compuessto
alfa-vinilico es menos activo. Los anklogos de putredcina, wi
bien son muy potsntes in vitro, cuando se administran in vivo se
convierten =n anhlogos del &cido gama—aminobutirico (GABA).

La delta-metilacetilenputrescina {MAP) ms un potsnte inhibjidopr de
la ODC como ww indica por los valores bajox de los tres
parémetros cindticos (Figura 6.1). La MAP es una mezcla de cuatro
diasteroisomeros, perc su actividad inhibidora sobre 1a ODC
reside enteramente en el istmero RR. De agquil gque la RR-MAFP aes,
por el momento, el anadlogo de la putrescina mhs activo que haya
sido sintetizado (113).

La Dl1-alfa—-monoflucrometilputrescina (DL-alfa-MFMP) un anaAlogo de
putrescina inhibe la ODC sucariédtica y la ODE de Escherichia coll
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teniando un menor efecto inhibidor socbore la enzima de Pseudomona
asruginosa (57)., Es obvio que I1os inphibigores efectivos an
eucarintes no  pueden ser uaados para fahibir  las anzimas
bacterianas (57). El S-hexine—~1, 4Jd-diaminoc y trans—hex-2-en-5-
ina=-{, 4 diamino sun inhibidores irreversibles de la DDC (51).

6.7 N (5°-FOSFOPIRIDOXIL) ORMITIMA

‘Todas las ornitinas descarbonilasas estudiadas wutilizam como
coenzima fosfato de piridosal y probablemente Sse encuentre
involucrada una base de Schitf intermediaria entre la ornitina vy

el fosfato de piridoxal,

Se ha inveatigado el usc de un aducto estable entre la ornitina y
el fosfato de piridoxal comeo inhibador potencial de 'a 0ODC
sintetizanduse [a N(S°'~fosfapiridexil) ornitina gue tiene un alto
grado de especificidad para la ODC aungue mo e= absolutamente
especd fica.

La cinética de inhibicién de la GDE por N(S' —-fosfopiridoxil)
ornitine w8 compleja. Eate inhibidor s no competitivo con
respecto a la ornitina y al fosfato de piridozal. Heller et al
han sugerido gue el inhibidor se une al sitio active de la enzima
normalmente ocupado por la arnitina y el fosfato de piridoxal

(111,

Se han sintetizado varios N(S-fosfopiridoxillaminoicidos y se ha
encontrado que la N{S—-fosfppiridoxillornitina inhibe
frecusntemente a la ODC de higado de rata. £]1 grupo foafato es
esencial para la inhibicién de 1a ODC (108),

&,.,8 INHIDIDORES GQUE COMPITEN POR EL FOSFATO DE PIRIDOXAL

Los inhibidores menos especificos de la ODC son agquellos gue
combinados coh fosfato de piridoxal previenen su  fuhcionamilnto

como cofactor,

Podria esperarse que inhibieran una variedad de entimas que
requieran de foafato de piridoxal y la especificidad dependerd de
la fuerza con la que este unido al fosfato de piridoxal a la

apocenzima,

Algunos ejempleos de ecte tipo de inhibidores son la 4-bromo-—
hidroxibenziloxamina vy el analogo de ornitina canalina. Si bien
la canalina leNDCH CH:CH(NH:)CODH? aparece como un anhlogo de la
ornitina, inhibe una varieday de transaminasas y descarboxilasas
por la formacién de un complejio entre la conalina y el fosfato de

piridoral.

La 4inhibiciétn de ODC por canalina puede ser rapidaments
revertida por fosfato de piridowxal. Rahiala et al sugirieron gque
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gsto €5 gebido a la rapida disociacion do la paloenzima en al

caga de la ODC (131,
Las antagenisntas del Ffosfato de piridoxal {(hidraza del acideo
nicotinitcp Yy 4-~bromo—3-hidroribencziloiiaminal) w=son potenten

innibidores no especifices de la ODC (114},

4.7 REPRESORES DE LA GbC

La putrescina Jjugga un papel iaportante en el contrel de la
biosintesis de eapermina v espermidina. Esta actia en cuatro
puntos o sitios en la regulacidn de la hiosintesis de espermina y
espermidina (Figura &.211t

1y Ea wun inhibidor competitivo de 1a OO0 -~gato
probablements no tiene importancia fisiolégica.
2)  Reprime la sintesis de gDC.
3 Activa a la ES-adenosilmetionina descarboxrilasa

(SAMD).
4) Er #] sustrato para la sintepis de espermidina.
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- Bl hRY
-...“-:;
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i= inhitidor, a= activador .

Flg. €.2 Funcidn de la putrestina eo el control de la biaslntwlls
de espermidina (1311),



Un anaélogo de putrescina que podria actuar en el sitio 2 pers na
en e]l 4 seria utilizsdo en la reduccién intracelular de 1ia
concentraciton de oligoaminas, Si Se prepara para actuar en el
sitio 4 como un sustrato paras la espermidina sintetasa deberla
permitir la produccitdn de analogos de espermidina  los cuales
podrian sustituirse in vivo., 5i eato afecta sblo e] smitio 2 en un
alto grade entonces podria prevenir la produccion de tri y
tetraaminas., La diamina en cuestien podria entences realizar
algunas de las funciones de la putrescina.

Este tipo de inhibidor fue descubierto por Poso y Jans y 1lamado
"reprasor gratuite gque ss la contraparte del inductor gratuito
los sistemas de snzimas inducibles como la

an
isofeniltiocgalactosida para la beta—galactosidasa (111} (Tabla
&.2).

se sncantro que wl 1, 3 diaminopropano inyectado

intraperitonealmente eh ratas parcialmente hepatectomizadas
suprime el incramento de DDC que pcurre noraalmente durante los
astados temprancs de la regeneracién de higado (&1, 111),

La 1, 3 propanodiamina no afecta la actividad de la 0ODC cuando se
mide in wvitro & in vivo causa una reducciéon en la cantidagd de
proteina inmunoreactiva sugiriendo que la amina afecta la

sintesis ge ODC.

Algunas evidencias sugieren que la I, 3 propanpodiamina y
putrescina previenen parcialmente wl incremento en la actividad
de la enzima y, de modo sorprandente, la cadaverina y la
hexanocdiamina suprimen su actividad completamsnte. Ninguna de
sstas aminas afecta la actividad de la ODC 4in vitro. Las

inyscciones de I, 2 disminostano, 1, ¥ propanodiamina o
putrescina sn ratas previens un incremento #n la ODC en préostata
veantral Y vesicula ssminal seguido por una terapia de

ragmplazamiento hormonal.

1, 3 diaminopropanc afecta la concentracién intratelular de

La
@ inhibe la produccicn de ODC en célules ovaricas de

putrescina
cuyo (111).

La 1, T propahodiamina y algunos de sus derivados son pbtentes
inhibidores de la ODC de ce#lulas de tumores asciticos de Erlich

an cultivo (40},

El 1,3 diamino-2-propancl e un derivado hidroxilado del
diaminopropano (40} e! cual inhibe directasmente & la DDC (85).
Este compuesto es superior al diaminopropano sn  muchos puntos
importantes:

1) El diaminopropanol, un inhibidor de la ODC, es igual

o mas potente que vl L, 3 disminopropano.
A difersncia del 1, > diaminopropano, ol

diaminopropanol no depende para sus actividad de putrescina-
adenosilmetionina descarboxilasa in wvitro.
3) El diaminopropancl previene la acumulacion de

[



poliaminas més rapidemente gue el diaminopropano.

4) El diamincpropang!, a ciferencia de]l diaminopropano,
aparentemente no sobrepasa las funciones de las poliaminas como s
consadera par su infectividad de revertir los efectos
antripoliferativos de la reduccitn de poliaminas (40). Si  bien
las diaminas podrian actuar como inhlbidores competitivos
débiles, su potente efecto inhibidor sobre la ODG es atribuible a
un mecanismo indirecto de accion, posiblemente involucrando la
liberacion o aintesis de una proteina fnhibidora de la ODE (313,

6.10 8-AZAOUANINA Y S~AZACITIDINA

Estos compuestos inhiben & la ODC #n sucariotes e impiden la
sintesis de DNA a la vex que mvitan la induccion en higado

regenerado (108},
6.11 1, 4 DIAMINDBUTING

Se ha encontrado que.el 1, 4 diamino-2-butano inhibe la ODC de
higado de rata. La inhibiciéan es compestitiva con una Ki de 2x10°8
M, Otro andlogo es #! 1, 4 diamino-2-butino que inhibe la 0DC de
fibroplastos (108),

6.12 POLIAMINAS

En concentraciones 1mM causan una inhibicién del 40X de la ODC &n
intestino de rata y ] cloruroc de potasio inhibe la actividad de
la enzima purificada en un Z0Z & 270 mM (108). G« ha demostrado
que ®n celulas KB en.crecimienteo, en linfocitos, en higado de
rata regenerago y =n células 3JIT3 que la putrescina y la
enpermidina tienes un efecto bLlogquesnte scbre la induccion de la

obc.

La utrescina adicicnada a células HTC en unha concentracisn baja
(10" M} causan un decremento en la actividad cde la ODC.

En otros sistemss celulares se demostrd que la putrescina s un
inhibidor muy debil de la ODC de células HTC con una Ki de 2x10d
M. Entonces eS$ improbable gue la putrescina JO% M exégena
adiconada directamente inhiba la ODC intracelular (&1},

El decremento en la activided de la ODC en respussta & la
extracelular popdria ser un mecanismo importante para

putrescina
la regulacion endagena de ia biosintesis de poliaminas
particularmente porgue la putreacina [ 13 efectiva «h

concentraciones muy bajas (31).,

Finalmente, la putrescina ¥ 1a sspermidina regulan
intreceiularmente a la ODC. E] hecho de que la adicidn exogens de
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-ornitina blogquea peor a1 misma a la 0BC, procablements ecor
conversitn a poliaminas, poderian sugerir que Bste a3 =] caso,
Tambien 1os niveles de putrescina estan correlacionados cen la
actividad de la ODC en varios puntos en el ciclo celular. La
induccidn de  la e=nzima puede ocurrir cuando hay canticdedes

considerables de poliaminas presantes., Esto sugiere quita que

algunos niveles compartamentalizados de poliaminas pueden regular
también a la ODC a nivel de su sintesis o control de mu sctivigad
catalitica via la induccion de una proteina inhibitoria (&1},

6.13 DL-ALFA-DIFLUOROMETILORNITINA (DL-ALFA-DFMO)

Entre las sustancias que inhiben la biocsintesis de putrescina,
una de las mas estudiadas es la difluorometilornitina (DFMOY, '

La alfa-DFMO as un inhibider de la 0DC irreversible, !spa:lfi:ﬁ,
altamente selectivo del tipo suicida (5, 4, 7, is, 24, 2%, a8,
54, 5&, &7, 74, 76). ' :

La estructura de esta sustancia es la siguiente (111, 113);:

HIF2
HoN{CHg g~ =~ NH,,
00H

Easta sustancla fue sinteticada por Bey, Metcalf y sus colegas
coma inhibidor qus actia por un mecanismo via suicida con la 0ODC

(32).

En un principio tales inhibidores son altamente selectivos ya que
raquieren ner activados por la enzima para formar un
intermediario electrofilico reactivo el cual [ L] uhe
covalentemente a un residuo nucieofllico dentro del sitio activo
de la enzima (FIGURA &£.3). En la practica la DFMO es un inhibjdor
aslective e irreversible de la OPC, capaz de agotar las
concentraciones celulares de poliaminas in vive (82) y por esta
raztn se esta estudiando la funcidn de las poliaminas en la
fisioclogia celular (100) asl como en procesos patolegicos (82).

El razonamiento para la sintesis de DFMO como inhibidor potencial
de la ODC fue que eata actuaria como sustrato para la enzima (31,
1001, La dnactivacién da la enzima no ocurre directamente (31).
Eata se da porque =] inhibidor es degscarboxilado por la enzima
(31, S52) generando especies carbaniconicas intermediaxz altamante
reactivas (31, 52, 100} al perder un Atomo de fluor (S2, 100 .
Estas especies algquilan un sitio nucleofilico de la enzima (7,
3t, 52, 100) (probablemente lisina) (52), cerca del sitio activo
o en @1 (31}, entonces la enzima se inactiva dirreversiblemente
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{31} al formaree un enlace covalente con el inhibidor (7).,

Tal inativacion, nar io tanto, procede con el atague
estequiombtrico de la DFMD a la enzima (S52).

El mecanismo hipotétice de la inactivaci®én irreversible de 1a ©DC
por DFMD se representa en la figura 6.3 {82, 92, 110},

Después da la formacitn de una base de Schiff entre el inhibidor
y el fosfato de piridoxal, cofactor en el sitip activo de la
enzima C) 3 se pierde bibnido de carbono ¥ hay eliminacieon de
una atomo de fluor C) « ©8ta reaccidn produce un intermediario
altamente electrofilico que puede unirsa a un residuo
nucleofilico (Nu) del sitic activp, inactivando irreversiblemente
& la enzima () (B2, 92) {(Figura 6.3).

La Dt-alfa-DFMO inhibe la actividad de la 0DC v consecuentemente
la formacién de putrescina en células eucaribticas (}100)., La QODC
de wsucariotes eata sujeta a una inhibiciéon irreversible del tipo
“suicida" por andlogos fluorados y acetilados de la enzima
sustrato ornitina y del producto de descarboxilacion enzimatica
putrescina (51).

En estudios llevados a cabo en bacterias se ha observado gue la
DFMD et wun iphibider irreversible potente de 1a ODC en
Pssudosonas aeruginosa (Ki 0.3&6mM) (37) tanto in vitro como in
vive pero no tiene efecto in vitro (Z4) sobre la entima de
Escherichia coli (Ki 0.30 mM) (37) o Klmbsiella pneumoniae (S55),

La DL-alfa-DFMO adicionada a un medio de crecimiento de células
de E. coli previene la indutcion normal de 1a actividad de 1a ODC
de E. cpli observada cuando las células entran en la fase
erponencial de crecimieanto.

Como se muestra en la figura 4.4 la vida media de la actividad de
la enzima en P, aeruginosa graficada contra el reciproco de la
cencantracion del inhibidor hace posible calcular la constante de
disociacitn Ki (1400 4 M} y la vida media de la enzima active a
una concentracion infinita de la DL-alfa-DFMO (un minutol; tyz
una concentracion 10 u M del inhibidor fus de 130 minutos (S6).

La al$a-DFMO penetra rapidamente dentro de las celulag cuando se
administra a animales y no se metaboliza significativamente en
otras vias, Por esta razédn, la dnica macromolécula celular que ge
marca cuando se administra DFMD radiactiva s la ODC.

Si los animalms son tratados con DFMO marcada fijando y lavando
los tejidos para remover la droga puede utilizarse para l1a
localizacién de la enzima. Si es posible que 13 santrada de DFMO
dentro de algunas células ccurra ampliamente mae que en otras
esto podria producir un resultado artificial basado en el hecho
de Que la enzima se marca totalmente en células con una alta
concentracien de DFMO (48).
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Pig. 6.4 Dapsndencia de la vida medis de la ornitina descarboxilasa
de Pe, nourogll‘no-l sobre 1a concentracife ds DL «-21fluo-
romstilornitine. (36},
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lLos efectos de la DFMD en variocs sistemas celulares aecn
revertidos por la adicion de puterescana (100} la gual a la ves
regula la aparente vida media tan corta de la 0ODC (77).

El wuso de DFMO (Ki 39 _s#M) permite la demostracion de la funcien
esgncial de la ODC en varios procesos fundamentales que incliuyen
1a regeneracidn de préstata inducida con testosterona vy de la
vesicula seminal de rata, el desarrollc de las etapas
embrionarias en mamiferos, y la proliferacison de células
Ieucémicas (114},

Se ha demostrado que la DL-al fa~DFMO &3 un inhibider irreversible
efactivo de todas las orpitinas descarboxilasas ewncaridticas
estudiadas. Es eficas contra la OOC sxtralda de P. asruginosa,
pero completamente ineficaz contra la enzima de E. coldi (57).

La (£ 3)=alfa-DFMD ha sido utilizada con éxite para estudiar 1os
nivelea celulares de poliaminas (25), inhibe eficazmente la
acumulacién de putrescina, espermina y espermidipa inducidas en
linfocitos estimulados y consecuentemente reduce la ruta de
proliferacibn celular (68%).
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CARPITULG VII. IMPORTANCIA CLINICA ¥ PERSPECT.IVAS TERAPEUTICAS

Las poliaminas participan en el control del crecimiento normal,
lo que ha sido demostrado en varios sistemas (B3) entre los gue
sa puaden mencionar:

1} Crecimiento embrionario

2) Regeneracitn hepatica

3} Hipertrofia renal

4) Hipertrofia cardiaca

5) Crecimisnto inducido por andragencs y estrogenos

&) Estimulacién hormonal de varios tejidom

7) Cultivos de celulas cancerosas Yy,

8) Canceres in wvivo

También existen evidencias experimetales que sugisren que las
poliaminas estan intimamente relacionadas en la regulacion de la
hipertrofia e hiperplasia celulares (26, 83).

El desarrcollo de ipnhibidores sspecificos ha permitido bloquear la
formacién de poliaminas. La adicién de un inhibidor a lan c#lulas
proiiferantes no solaments reduce los niveles de poliaminas sincg
dque también inhibe la proliferacitn calular. £Esta inhibicién se
puede revertir utilizando concentraciones bajas de cualquiera de
las tres polisminas {(putrescina, sspermidina y espermina) (83).

Esto wme ha demostrado sn varios sistemas prolifsrativos tales
como (B83):

1) Explantes de glandula mamarias cultivados

2) Linfocitos sstimulados con concavalina A

3) Cultivo de embric—~fibroblastos de rata

4) Cultivos de células malignas de higado de ratas vy,

5) El desarrollo del crecimiento de hueveos fértiles de
ariza de mar

7-1 EMBRICGENESIS

tna wlevacitpn brusca de la actividad de la ODC uterina decidual,
28 una caracteristica gque s presenta en =l pariodo siguients a
1a implantacitn, en la embriogénssis temprana en mamiferos (54),

La ambricgénesis temprana en mamiferos ws uno de los sistemas
celulares de division vy difersnciacién mAs activos y se han
descrito numeroscts estudios del incremento de la actividad de la
QDC asociade con wste procesc (82).

te ha obtenido evidencia dirscta de un papel wsencial de esta
enzima utilizando DL-alfa-DFMO.

Cuando s administra durante la gestacion temprana, se detiens el
desarrollo embrionaric en =l raton, rata y coneio (14, %4). Los
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princinins empleacooz para la acministraczion de Lea DFM2 poasian
generalizarse para Dtreas especies de mamiterse.

La ODC tiene wupa vida nmedia ce uolamente 10~-20 minutos v aun  con
un Anhipldor arrevaersible . es necesario mantengr cCoOnRCENIracicnes
adecuadas en el tejidpo para esegurar una inhibicion centinua de
la onzaima. En la practica, la DFMO es raocidamente eliminada
atraves de la circulacion {(tyyr~20 min} y de la decaidua del
ratén. La administracisn repetida de la droga o5 mecesaria oi la
inhibicidn continua de la enzima se logra (54),

Se han llevado a cabo algunes epstudiocs en los praimerosa diasm  de
prefez en el 4dtero de la rata y de la ratona. En la rata se ha
observade que' la actividad de ODC es baja hasta =1 dia 3,
disminuyendo el dia 4 para elevarse nuevamente el oia %, La
actividad w8 alta en el tejido decidualizado alrededor de los
dias & al ?, mientras gue en el tejido no diferencliado del atero
no hay actividad detectable en el dia & y apenas cuantificable »n
low dian 8 y 9, La actividad minima presente antes del dila 3, en
esta encima, asl come en el tejido no decicualicado después de la
implantaciotn, noc ha sido observada en otras enzimas uterinas
estudiadas en eetas condiciones experimentalen. Sin embargo, la
ajintesis de RNA sigue un patran similar al mostrado sor la
actividad de !a ODC con incrementos en los dias 3 y 5 v una

elevacidtn pestericr en el dla & que corresponde a tejido
decidualizado con una diaminucion en el tejido no giferenciado.

En m] Gterp total de la ratona, la actividad de la ODC permanece
baja durante los primeras cihncto dias de gestacién, pero se
incrementa rapidamente entre los dias & y 8 en el gue alcanza un
pico de concentracien. La actividad declina significativamente

alredecor de los dias 9 y 10 (1é&).

Una dosis por via oral al 27 de alfa-DFMO administrada =n ¢i
pericdo previo a la aparicion de la actividad de la DODC impide el
incremento de activaidad coe la enzima (16). La inhibicion de la
ODC durante el smbarazo de la rata, detiens en su totalidag  la
embrioghnesin., Esta inhibicidn es abolida =i we administra
putrescina, que es el producto cde la reaccion inhibida. *

’
Tambien ws Factible revertir el efecto inhibidor de f la
embriogénesis administranda progesterona al animal de
experimentacidn ya gue induce la sintesis de ODC (101},
La implantacitn parece llevarse a cabo normalmente pero hay una
detencion temprana del desarrollo embriconario y una consecuentw
reabsorcion ya aue np se encuentran fetos desarrolledos en el
Gtero de ninguna de petas especies cuando s seAcrificen T4  horas

antes del parto (10, 16},

Asi puer, se puede concluir gque la ODC v las poliaminas junto con
la gintesis de DHa, FNA vy protelnas. estdn intimamente
relacionadas en la faese de crecimiente rapide asociade con el
desarrollo embrionarip tempranc, 1o gue ofrece amplias
percpectives en la investigacaitn en el campo de la reproducCion ,
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cormitiendt considerar tants ~ypewvsd easoouss contraceptives, asi
camo  analizar Jlos mecanismce meleculares de la  giferenciacaon
emprionaria cuya Falla asag reflejaria en alteraciones del
cesarrallo, muerte fetal vy aborto (156). ’

En el Wtero de raton, la agtividad de la 0DC ecomienza &
incrementars® después de la implantacion v alcanza un pico en €}
cle B de la gestacian (82).

Mo es sorprendente que se incrementen las concentraciones de
putrescina vy espermidina, pers ocurren cambhios pegquetos en  los
niveles de espermina curante este perinsdo (B2), Se ha establecido
que durante los dias S-2 de gestacitin se incrementa rapidamente
la biosintesis de putrescina (S4).

El cambio biogquimico correspondiente al incremento repentino en
el desarrollo embrionarioc asociado con la formacion temprana de
scmita. ¢l cual toma Jugar en el raton de 7 a 8 dias.

Lcs efectos del tratamiento con DFMO durante low dias 5-0 de la
gestacian (54, 82) fueron inequivocos {82). Los incrementos en la
actividad e la 0ODC vy las concentraciches de putrescina vy
espermidina fueron suprimidas v suspendido el avance del
desarrollo embrionario mas alla del septimo dia. E1 embrion

subsecusntenente sg reabsorbe o pierde del Giero.
Estos efectos de la DFMD pueden ser completamente revertidos por
la administracion concomitante de putrescina dmplicando la
inhibicitn de la binsintesis de la misma como el mecanismo del
efecto contragestional (82). La DFMO tambi#n inhibe »]l desarrollo
embrionario temprano en ratas y coneins. Entontes, una elevacibtn
on la &actividao de 1o DODC conduce & un  aumento en la
concentracitn de putrescina, el cual parece ser absolutamente
esencial durante el pericdo critico cespués de la  implantacién,
para continuar ol crecimiento embrional os mamiferos (B2) (Tabla

7.1}

El periodo critico de gestacistn murina identificado comd
suceptible para la inhibicion por DFMO. cubre las etapas gsténdar
de B a 16 dias del desarrollo embrionario de mamiferos.

Extrapplande del ratéon, se administrd DFMO, via el agua para
beber, para ratas y conejos durante etapans estandar del
gesarrollo. En cada caso se obtuvo la detencion completa del
pesarcollo embrionaric. Entonces. los principios fundamentales
del meétodo de interrupcion te la prehes en el raton geaeraliza
por lo= menos otras dos especies. Esta por determinarse si ssto
se lleva acabo en aguellas especies donde les etapas se amplian a

peritodos mas largos (S4).
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7.2 EANCER Y TUMORES

En este apartado se hablara ge los diferentes tipos de cancer
donde ha gido estudiada la actividad de la QDC aszi came sus
posibles tratamientos.

7.2.1 POLIAMINAS EN ElL TRATAMIENTO DE LA PROSTATITIS

Dusde 1971, se sefaléd la posible relacidn de 1los niveles de
poliaminas en orina con tumares hunmanos. A partir de entonces, se
han realizado varios trabajos acerca de los niveles elevados ge
‘poliaminas en diferentes entidades clinicas, y particularmente en
pacientes con cancer. Se ha demostrado tambien la disminucion de
dichos niveles despues e tratamientos exitosos de algunos tipos
de cancer, con inhibidores especificos de la biosintesis de
poliaminas {(71).

Un ejemplo es el cdncer de prostata, que esta considerado como
una causa de alta incidencia de mortalidad. E1 hecho de que altas
concentraciones de poliaminas en el cuerpo humano se encuentren
en la proastata ha despertadeo gran interés por conocer su
participacién en los procesos normales y patolagicos de esta
glandula.

Con bass en las Observaciones anteriores v en =1 hecho de que
también se encusntran altas concentraciones de poliaminas sn la
orina de pacisntes con otras enfermadades, se ha estudiado la
relaciédn entre ! carcinoma de pristata y la excrecien de
poliaminas,encontrindose niveles mas slevados #n pacientes con
chncer de grado 11 o mayor (9, 91).

Eztos hallargos condujeron a .sstudiar la biosintesis de
poliaminas en pacisntes con prostatitism.

Dunzendorfer y Rusell estudiaron la bigsintesis de poliaminas sh
pacientes con prostatitis, ademas de basarse en las observaciones
de que la DFMO disminuye el aumento de peso de la prostata.
vantral de Jla ratsa y de las vesiculas seminales, durante el
cracimientno de las ratas (7, &67).

Asimiemn, estudiaron la inhibicién de 1a ODC por DFMD en
pacientes con prostatitis no supurativa crénica. Estos resul tados
mostraron una respussta clinica parcial con desaparicion de la
hematospermina después de la administracion de 18 g de DFMO/dia
(itDgnp Sg/kg de pemso) cuando se administrd cralmente por uh  mes
(7, &7, %1}, Algunos parametros bioquimicos tales como gama
glutamiltransferasa, hormona luteinizante (LH), testostercna en
semen, asi como wvitalidad y movilidad espermatica, mostrargh
tamblos importantes en pacientes tratados con DFMO, incluysndo un
sfecto significativo sobre la actividad de la préostata.
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Purante ol pericde de tratamienteo con la OFMG =2 chserve una
disminucidén en el tamsfo de la prostata. =Sclamente an I 2e 20
pacientes, se tHetectd una reduccidn del Pemakccrite v de la
hemoglobina, que fue revertida despuss de 2 meses de suspersion
de la terapia.

Las  observaciones anteriores sugieran tambren gue la
determinacidn de los niveles de poliaminas en la arina puede ser
una pruwba util para la detectidn de la malignizacién de la
prostata en una etapa potencialmente curaole (7, &7, 91).

7.2.2 ACTIVIDAD DE LA ODC COMO UN COMPONENTE ESENCIAL EN LA
PROMOCION DE TUMGRES

La formation de urn tumor de piel eh ratén e rapidamente dividida
®n 2 componentes que scon llamados iniciacien v promocidan, La
iniciacitdn es acompafada por el tratamiento de la piel com un
carcintgens en una dosis los sufientemente baja, que desarrolla
tumbres, S0lo raramente, durante la viga de lns animales, La piel
tratada parece contener algunas celulas gque son alteradas
irreversiblementa, de modo gue la aplicacion de un segundo agente
podria legrar muchos tumsres, ambos benignos vy  malignos., E1
seQundo agents tiene la capacidad Gnica de lograr tumores on piel
pero no 8 un carcinogeno efectivo cuangdo se aplica a la piel de
raton. El segundo agente, llamado agente proemotor, es
sfemplificado meior por &1 diterpeno 12-o-tetradecaneil forbol=-13-
acetato (TPA), el cual fue aislado de)] aceite de crotén. EI TPA
promuave tumores de pisl] en raton cuando se aplica 12 wvecses
semanalmente, en la piel de ratones, en ol rango de dosis de 1 a
10 nmol por 0.2 ml de acetona, dependiendo de la naturaleza
genética de los ratones. Esto causa respuestas en cultivog de
cklulaw en nivelws de 107 a 10°10 np,

La primera evidencilia de la induccitn de la ODC por TPA y la
®levaciotn resul tante de la putrescina y espermidina, quizas como
un componente essncial del procesc de formacion de un tumor fue
reportada por D'Brien st al. EI TPA induce la actividad de la
oDC, tanto como, 300 vaces en S5 horas, después de la dosisy'de
TPA.

El tratamisnto de 1la piel de ratén con agentes carcinogénicos vy
promotores de tumores, inducen la actividad de la ODC. A fin de
determinar la relevancia de la induccitn del mecanismo de la
formaciétn del tumor en la piel, s¢ han realizado varios
experimantos. Eatos intluysen la determinacidn del efecto de un
nimero de protocolos wexperimentales sobre la induccidn de la
enzima, &1 nivel de sus productos en e} tejido, y la incidencia a
tumores, Las variables incoarporadas dentro de los protocolos
incluyeni
1) La estructura del agente responsable para la
abtencion de tumores.
2} La domis del agente.

98



SV £} ofecto de las sudstancias copaces de podificar la
induccisn ge ls enzima vy la incidencia de tumares.

Los mas recientes incluven les inhibidores de la sintesis de
prostaglanoinas, retinoides, ciertas ppliamipnas. ¥ alfa-DFMO. En
todos los casos, las alteraciones on la actividad de la ODC y el
nivel de putrescina en la piel son alteracicnes paralelas en la
incidencia del tumor. )

Estoc concluye que 1os niveles elevados de la QPC y/0 su producto
putrescina © sus metabolitos juegan un papel esencial en la
promecion de tumoras, eXcluyendao la sintesia de putrescina, en
respuesta al tratamiente con un promotor de tumor inhibiendo la
formacien del mismo. La especificidad de la alfa-DFMD para la
inhibacion de 1a actividad de la ODC v su habilidad para inhibir
la promocidtn del tumor baj)o protocolos idénticos, proporciona
evidencias muy fuertes para apoyvar esta conclusién.

La inhibicion de la anduccion de la 0DC es dependionte de la
cantidad de DFMO aplicada a la piel de raten una hora antes del
tratamiente con TPA. Una dosis tan baja como 0,044 mol de DFMO
causa la inhibiciotn, vy la cantidad inhibida del 5% y 90% por
0.137 _smol y 1.37 smol, respectivamente, cuando se aplica en
0.24 de una mexzcla de solvente. Ademas una reduccitn en ambhos
niveles basales ® inducidos de putrescina en la epidermis,
ocurren después del tratamiento con DFMO (94),

7.2.3 INHIBRICIDON DEL CRECIMIENTD TUMORAL

Siguiwndo la observacion de gque 1a DFMO inhibe fuertemsnte el
crecimients de celulas tumorales L 1210 en cultive (32, 82},
Prakash et al! probaron lus sfectos de este inhibidor en los
ratones sobrevivientes inoculados intraperitonealmente con
células leucemicas L 1210, La inyeccian intraperitonsal de 200
my/kg de DFMD cada & horas, idincrementa la scbrevivencia de 7.6 &
9.3 dias, un resultado impresionante en este crecimiento vigoroso
del tumor cuya virulencia, @8 un desafio terapsitico para
cualquier régimen. El tratamientoc con DFMO reduce la alevacion de
la actividad de la DFMO en los bacos de ratones infectados por
75% v las concentraciones mas bajas de putrescina y espermidina,

Marcados efoctos antitumorales fueran subsscuaentemente
damostrados contra el sarcoma mamario murine EMT4, durante la
administracion de DFMO en una solucion al 3% en agua de consumo
fnormal. La respussta fus equivalente a la que se obtuvo con &
inyecciones semanales de ciclofosfamida, 100 mg/kg., y ue asocid
otra vez con la inhibicisn de la ODC tumoral y la disminucion de
putrescina y espermidina. Un aspecto significative, Ffus la
reversion completa de los efectos antiproliferativas de la DFMO vy
la deficiencia de la putrescina y espermidina intracelular por la
administracion de 1, 1'=. {meti] etanodilidenp-dinitrilo). bis (3=
aminoguanidanal, wn inhibidor de la diaminooxidasa y la 5-
adenosilmetionina descarboxilasa. Eata observacién implica 1a
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reduccisn d2 las poliaminas como parte oel efeCta  1nnititorio
s0ore #] crecimientn del tumor,

En otros experimentosn, los ef=ctos antitumorales sustanciales se
obtuvieron contra los. tumores mamarios (78, B82) inducaidos por 7,
12 dimetilbenzialfalantraceno (BMBA), En ratas tratadas con DMBA
en ] dia 50O de vida. los tumores comencaron a aparecer despues
de S0-40) dias y todas las ratas tuvieron tumcres despues de 105

dias.

El tratamienta iniciado 30 dlas despues del DMEA con DFMO al 2%
en el agua de consump diario, marcan lentamonte la aparicién de
tumores vy, a pesar de la suspension del tratamiento de la DFMO
antes de la autopsia, reduce casi a la mitad el promedio de

tumores.

Estudios mas racientes se han concentrado a la acciémn antitumoral
de la 0DC administrada en combinacion Con lga sQentan
antitumorales establecidos. Cuande la DFMD se combina con
adriamicina o vindesina contra celulas leucémicas L 12190,
carcinoma mamario murino EMts y el hepatoma de Morris 7268 C  en
ratas y con ciclofosfamida contra EMté v el cancer mamario
inducido por DMBA (I3, 82), se cbserva un efectn de potenciacisn.

Los efectos antitumorales de la DFMD han sido obtenidos sin
ninguna toxicidad. Eato significa claramente gqQue por la
inhibicidn de la biosintesis de poliaminas, al tratamiento con
DFMO disminuye el crecimiento del tumor efectivamente y sin 1la
accién ténica de otras drogas antitumorales (82).

Los efectos inhibidaores de la DFMO, son compatibles con los
de la droga sobre varias lineas celulares cancerosas vy

afectos
tumores solidos. Ha sido demostrado que la DFMO potencia 1la
accién de otras drogas tales como cisoplatina, adrirmicginz, I, T-

bis—{2-clorpetil ) -1l-nitrosourea e interferon en lineas de
rosdores y cancer humano.

Se ha obtenido informacion de la eficacia relativa de 5
antiestrégenos que son drogas potencialmente utiles en wl
tratamiento ce cancer mamario humano. Los efectos inhihitorics de
astos compuestos =n celulas MCF-7 estén en el siouvimnte ~erdans
kKeoxifeno~~trioxirenorLYl17018,HO~Tam>tamoxa feno>HO—Tam (-

hidroxitamonifenol (78).

7.2.4 LA ODC COmMO INDICADOR DEL GRADO DE MALIGNIDAD DE TEJIDOS
NEOQPLASTICOS HUMANOS

Se ha determinado la coneccibn entre las poliaminas v el cancer
humano, en particular, para el us0 de Jos niveles de actividad de
la descarborxilasa que biocsintetiza a2 las poliaminas, aoc, coms
indicadores dr la ruta de crecimiento y consecuentemente oe la
malignicencia de algunos tipos de necplasias humanas.



En 1971, fusell y Hremer demcstraren una eucrecion  giariaz
elevaca o= opoliaminas po- pacientes con cancer o pcr pacientes
ccn  cietinuria. Esto inmediatamente enfatizZo que no es pesible
cons:derar un incremento en la elimimacien urinaria de
poliaminas. COmMo un Necho biaoguimico caracteristico del estado de
nepplasia,

Otras numerosas observaciones han confirmago la elevacion

del contenide de poliaminas en las orinas de pacientes con
malignicencia y de pacientes con una variedad de enferemedades
€como por ejemplo pscriasis, fibrosis quistica, lupus eritematosocs
sistemico, algunon errores innatos del metabolisma de
aminocacidos, infecfiones, anemia perniciosa y hemolitica.

Se midieron los niveles de actividad de 1a PED en diferentes
tipos de tejidos primarios neoplasticos humanos. €1 incramento de
las actividades de la 8D, especialmente de la 0DC, hany sido
cbaservados frecuentemente en la oncologlia esperimental. De manera
adicional, investigaciones con hepatomas de rata con diferente
velocidad de crecimiente y durante la carcinogenesis quimica en
la piel de raton, han indicade que el grado de aumento de la ODC,
podria utilizarse como indicedor bioquimico de la actividad de
crecimiento necoplastico,

Le mas real de los datos presentados son las diferencias en los
niveles de actividad de la PED en varios tipos de tumores. En
detalle, el grado de aumentp en la actividad cde 1la 0ODC
correlaciona bien con la ruta del crecimiento neoplastico, ya que
ehtre los epiteliomas cutsneos es mas grande en carcinomas
celulares escamosocs que en 1os epitelomas celulares basales
(Tabla 7.2).

La magnitud de la elevacion en la actividad de la ODC del sistema
nervioso central relacionado con los tumores es proporcional a la
malignicdad. En efecto, los niveles de actividad de la ODC sOn mas
grandes en el grupo de astrocitomas diferenciados (por ejemplo
astrocitcmas o grado I 9y 4, astrocitoma vy Qlioblastoma
aultiforme) ogue en el grupo de astrocitomas diferenciados  {(por
ciemplo astrocitomas doe grados 1 y 2). Lo mismo 8 valido pars
los meningiomas, entre los cuales las formas tipicas tienmsn una
actividad mAds baja de la ODC que en las formas no tipicas. EIl
espongic blastoma polar, el cual generalmente crece como tumor
intracraneal, muestra 1a actividad de ODC mas baja entre los
tumores cerebrales. Al contrarip, los meduloblastomnas, tumores
del cerepro altamente malignos. muestran la actividad mads alta de
0DE ce tpdos los tumores restantes oel sistema nervicse centrasl
estudiados.

En 1la parte C de la tabla 7.2 se puede observar, la disminucion
dramadtica en la actividad de la ODC en leucocitos tomadoe de
paciente con leucemia mieloade cronica, después  de una
quimioterapia enitosa,

So muestra gue el grodo de ectividad de la ODC correlaciona con
el grado de malignided, en diferentes tipos de tumer humano, aon
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TARLA 7.2
WIVELES DE LA ACTIVIDAD DE LA OOC EN VARIOS TIPOS DE TUMOR HUMAKO

TUMORES . atcwxr:gancgz/-u :.nr.'
[~ » q
prou!mna min.)

A} EPITELIOMAS CUTANECS

Rpitslioma gelular basal 1.5% 0.8 o
Carcinoms celular escamoso 23"7;02i1_ (%4 ]
: i

B) TUNBRS DEL SNT

Zepongioblastoma poler 1,2t 0.29 t4)
Astrocitonss diferenciados . .
{grado 1 & 2) 4,87 1,20 (e}
Autrocitomas dedlferencia=- -

dos {grados ) & 4;0Mm} 0.3 4,99 )

X1

Medulcblisstoma 42,0% v.49 (&1}
Maningioms tipico .1 n2 rar
Meningions atipico 14.7% 278 {4}

31

- €] LIRAUCTTCS LEUCEMICOS {ChL)

Sin tratsmfento 2.90% 0,13
Daspads e la terapias oot

——
-~
b

tos remitidon se sspressn cuma valores promsdic : error estdndar,
81 ndsero de pacientes se indica en pardntesis.

S0C = Sletens Nervions Cantxal: GBM » Glicblastoma Multiforaer

CHL = Leucsnis Mlalolde Crénics,

ta sigaifieancia estsdistica me evalud por la prueba d4 § Jds Student
i8N = Detectabls paro no Medible.
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zuarea zieren difarentes origeree gensticoe,

Ze z=rsisera que ge ouede utilizar el grado de elwvacieon an 1a
ectriwvize2 oe la ODC como un indicador e la ruta de crecimiente
recoiastice, lo cual sighifica el grada 3e malignidad del tumor

e
2=,

Finalmente, cuanda se compara la confiabpilidad de las
determinacioneg del contenido de poliaminas con las
deterninacicnes de los niveles de 0DC como herramientas de
diagnégstice Yy pronostico en las diferentes areas de la oncologfa
clinica, se tienen las siguientes chservacicnes (33)s

1) La mediciébn de los niveles de poliaminas en fluides
fisiplogicos, pueden utilicarse para uwna evaluacien a corto
Plato de un curso eapecifico de la terapia y para la deteccion de
la remisicn © reincidencia de la enfersedad, pero es de poca ©
mingura utilidad en la evaluacidén el grado de malignidad del
“umar, advh cuando este combinado con el ensayo .de poliaminas en
el teiids necplastico.

Z) Los niveles de la actividad de la ODPC san loe
mejores indicaderes del grado de malignidad del tumor, pero o es
de u*ilidad en la evaluacion de la eficacia de la terapia. con la
excepcitn de neaplasias hematoldygicas, en las cuales los ensayos
de los niveles de la eniima en las células tumprales son
reproducibles.

7.2.5% GUIMIOTERAPIA DEL CANCER

La iniciacion del crecimiento celular en mamiferos tante in vive
comd in vitro es acompafMada por up incremento en la activided de
las #anzimas bigeEintéticas de las poliaminas ¥ -n las
concentraciones de lag poliaminaa,

Si la biosintesis de polieminas s detiens o interrumpe, el
crecimiento tambien se detiene o es lento, y ®=n algunas
circunstancias Dcurre muerte celular. Porque las células
neoplasticas crecen mas rédpidd que sus Conhtrapartes normales las
viag biocuinteticas de las poliaminas son "blancos" obvios para la
tarapia del cancer (79).

£l posible uso de la DFMD como agente guimbterapsutico contra el
cancer (74} vy lows inbhibidores de ODL relacionados como agentes
anticancer fueron revisados por Sjoerdesma & Schechter y Janns et
al. La accién antiproliferativa de la DFMD sugicre que podria ser
efectiva en el crecimiento lento del tumer, 1o que ha sido
demos+rado an modelps experimentales. No aobstante, la falta de
los efectos cirtotdricos, también implica que es poco probable que
sea clinicamente efectiva vy este parece ser el caso.

Desafartunadamente esto se aplica aun para eatos tumores tales

comp  pequefas células de carcinoma de pulmon, enh las Cuales 8e
encuentra que la DFMO es citotonaica (7).
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Em walgunc medelze  din vivo v in witro en  !os cuales se  han
gatudiage Jag concentraciones o= lag peliamiras, la DFMD causa
poca © ninguna citotoricidad: el crecimiente esx ainmbine o
interrumpigzo mientras las celulas continuan vianles.

Sin embargp, la DFMD es citotouwica para carcinoma  humane de
celulas peguerfas, celulas tumorales ge rata SL y mieloma muripno
Bl& (77).

Aunque 85 |posible gue los inhibidores mas potentes de la O©ODC
tales como [IR. SR)MAFP, lo= cuales zon mas efectivos como agentes
antitumorales en modelos animales. podrian tambien ser  mas
activos sn ¢1 tratamiento o= neoplasmas humanos.

A un nivel lsimple ez posible utilizar los inhibidores ge la 0ODC
para pravenir o retardar la ruts del crecimiento del tumor antre
las dosis de la +teracia ton radiacion u otreos agenteg
Quimioterapeiutico® mas texicos.

Se sasugiried gque la preparacién de la combinacion de DFMO  seguid:
por  1la aﬂmﬁn;straclﬁn de MGBEG podria  aumentar la actividad
antitumoral te la MGES. por su incrementado consumo celular. El
mayor problema que se tiene con @1 MEBG como un  asgente
antitumoral ps su toxicidad.

Se ha sugerido que pogria tener efectos quimioterapeuticos
ben&ficos, a eombinacidn de inhibidores de la bissintesis de
poliaminas on agentes antinepplasticos, los cuales se unen al
DNA. Sin embargo, s» debe ser cuidadoso en la seleccicn de estcs
agentes au cuando el pretratamiento cen DFMO  reduce la
sensibilidad| a ciertas drogas, incluyendo cis-platinum, Este
descenso se | correlacicna con una declinacién =n el npUmero de
sntrecruzamigntc con platino., Estos resultados enfatizean gue l1a
reduccion de poliaminas podrian originar campbios =ignificativos
en la cromatina y la estructura del DNA ¥ que los efectos de
estos cambios podrisn ser compleios (7),

7.3 PSDORIASIS

La psoriasis| ®s una enfermedad cutdnea inflamatoria cronica,
pocas vetes |aguda, de causa desconocida, recurrente. no
centagicsa, voluciona e&n brotes separados por periogos de
remision totdl o de franca mejoria y constitulide por placas
eritemato esCcimosas en diferentes partes de la piel (8%, 200,

La topografia de las lesicnes de la psoriasis es variada (90) v
lJos sitios de predileccidn son las salijentes osees (89), cera
®Xtensora de gxtremicdades, rodillas y la piel cabelluda asil como
la regith sacronligea (8%, %0). Las lesiones elementales son
eritema y escama, siempre combinadas y formando placas de ociverao
tamatio y forma. For lo general las placas son bien limitadas v la
escama &5 muy blanca, de aspecto yesoso y grumsa. Otras veces no
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B3 tan 2BUnzZanie v descubre cl eritoma auovaconte (§0s,

El g<Ciagngsczict oe la psoéiasii es generalmente sencilleo gor la
morselagia  tan  tipaca oe las lesiones pero en ocasicnes es
necesaria la avuda de la histopatologlia (89, 20).

Auncue la duracién precisa del ciclo celular psoristico todavia
esta #n discusion, ne hay duga que hay un gran hamers ge celulas
proliferando dentro de la lesitn de la epidermis. Entonces. esto
€s raconable para especular que las poliaminas pedrian estar
involucradas en la proliferacion de células lesionadas.

En 1975, Proctor et al reportaron que 1os niveles de espermidina
Y espermina son mas altos en la sangre de sujetos con psoriasis
que #n leos sujetos contrel. Asimismo encoantraron que les nivelas
de eapermina y espermidina en biopsias de piel en pacientes con
psoriasis fueron mas bajas gue en biopsiag de suigtos copntrol, Se
espera un contenide elevado de poliaminas en sangre de pacientes
con psoriasis gque lasg gue se encuentran en pacientes contrel.

En un intento para resolver esta discrepancia (un contenido mas
bien bajo que alto de poliaminas en la piel de pacientes con
pspriasis), == propuso la medicion de los niveles de poliaminas vy
las actividades de las enzimas bicsinteticas de las mismas en
epidermis involucrada y no involucrada de pacientes con papriasis
Yy en epldermis normal. S& midio también o) contenido de
poliaminas en oOriha pPero nfo ., Bn  sangre encontrandose los
siguientes niveles de poliaminas (putrescina, espermina vy
espermidinal:

1 Mas altes en l1la epidermis afectada gue 1a no
afectada de paciente con psoriasis.

© 2) Mas ajitos en‘epidermis afectada de pacientes con

psoriasis que en la epidermis normal.

3) Mas altos wh la crina de pacientes con psoriasis que
en prina de sujetos centrol.

La actividad de ODC ws & wveces maés grande en epidermis
involucrada que en la no involucrada de pacientes con psoriasis o
epidermis normal.

Después de 24 horas de unh pretratamiento de vn Qlucocprticoide de
interes actual {0.05%Z de crema de diacetato de difluorasonal) en
lesiones psoriidticas in wvivo, la actividad de la 0ODC - fue
marcacdamente inhibida.

La &alia-MO es un inhibidor conocido de la actividad de la ODC de
fusnteas no cutaneas. Se ha demostrado gue la alfa-M0 inhike 1la
actividad de la enzima cuando ia ruta de ¢sta es via lesion de
epidermis psoriatica.

Agentes similares podrian reducir los niveles de peliamings  en
lesionen pscridticas al la ahsorcitn percutansa pudiers legrarse
82r.

En 1978, Bohlen et al reportaron gQue las concgntraciones de las 35
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poliaminas sen signiricativamente wievadas on lesiones as ta oiel

con  pRoriasis cuanco se compara 2on la piel ce mujletos cankro:

(8%, 684), <uando se tratan los pacientes con psSoriasis Ten

aplicaciones de ditranol (0.05-0.3% junto con 10% de acico

saliclliceo en petrioles) durante 25 a 40 dias. bLas poliaminas =e

determinaron por cromatografia de liquidos, sn los scorenadantas
de biopsias de piel homogeneizadas, sobre un analizador altamencte

sansible de amincAcides (84).,

En los estudios antericores, lps niveles de las tres poliaminas
s0n elevados en las lesiones de psoriasis en comparaciéon con los
niveles en la piel normal demcetrando que la formacion de
poliaminas =sp incrementa en lags leosionws pspriaticas (835).

La potencialidad terapeitica de la farmacologia de las poliaminas
sn la psoriasis es obvia. Expasrimentos en sSistemas colulares
basicros, muestran gue sSi se raducen lox niveles de poliaminas
marcadamente, la proliferacion calular es lenta. En la p=orias:is,
los inhibidores de la formacitn de las peliaminas  peoorian
considerarse para un uso experimental nuevo,

Ee¢ ha mostrado reciegntemente que loz retincides orales se han
utilizado para aliviar la psoriasis. perc Su metanismo @ accién
es desconocide. Sin embargo. es claro que los retipoides inhiben

marcadamente la produccion de ppliaminas posiblemente por un
mecaniamo parecide al de una hormona esteroide, que bloquea la
sxpresién del gene de la ODC. Es interwsante conocer este, ai el
efecto ben#fico de los retinoides orales en psoriasi=z podria
estar relacionado con la habilidad de 1lo8 retinoides PaAra
inhibir la formacidn de las poliaminas en las lesimnes (83},

Asimismo se ha utilizado clinicamente la OFMC &n el tratamiento
de la psoriasis (74).

7.4 INFECCIONES

En wste apartago se hablara de diferentos enfermedades parisitas
¥ sus posibles tratamientos,

7.4.1 TRIPANDSOMIASIS

El Tripanosoma brucei brucei es un protozoaric del orden
cinestoplastida, los cuales se caracterizan por la presencia de un
cinetoplasto, una regidn de la mitocondria quw eontiens ODNA v se
lpcalica cerca de la base del Flagelo. T. b. brucei causza
tripancsomiasis bovina {(Nagana) en ganado, Yy los organismos
relacionades T, b, rhodesiense ¥ T, b. gambiense, causan la
enfarmedad del suefo en ) hombre (7, 2%, 53).

En sus huespades mamifercs, estos parasitos viven an la sangre vy
linfa tan bien gomo en otros tejidos del cuerpo donde se diviaen
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por fisifn pinaria. La transmigion de la entermedad involucra un
ingectc veckor, ia mosca tsé—tae.

Bacchi et al iniciaron estudios expasrimentales con OFMO en
tripanosiomasis (23, 113} culminados en el descubrimisento de - un
efecto curativo dramatico de la DFMD en ratones infeactados con
una cepa virulenta de T. b, brucei. DBacchi et al desarrollaron
una serie de. evidencias de las funciones importantes para la=
poliaminas en tripanosomas y en el mecanismo de accion de varias
drogas tripanocidas (113).

Se infectaron ratcnes con Sx10% de ¥. b. brucei con 24 horas de
anticipaecion vy tratados con DFMO gue incluve en el agua de
consumc  diario que se les administra, pueden a&r curados
completamente, mientrags gue los ratones no tratados murieron 5
dias despues de la infeccian. A aquellos a los que se les did una
solucidn  al 1 o 2% de DFMD &n el agua de consumo diarie, se
curaron totalmente (23, 82, 113). Los parasitos desaparesciercn de
la sangre 5 dias despues gque comenzo el tratamiento y los frotis
de sangre tomados 30 dias después de muertos los controles,
fusron negativos (Tabla 7.3).

Como s® indica en los resultados de la tabla 7.3, se tienen las

siguientes svidencias (113):
1} Una respuesta dosis-dependiente de DFMO en este modelo, con

animales recibienco la droga como una solucién al 1 6 24 en el
agua de consume diariao, llegan a estar desprovistos de parasites
dentro de los 5 dias de que s® comienza el tratamiento vy
permanecen desprovistos de éstos por més de 30 dias,

2) Ewvidencia farmacolOgica de que la accién curativa de DFMO
ar debe a la inhibician sspecifica de la OUC de tripanosomas y la
reduccién de los productos de aminaz en los parhsitos. Esta
wvidencia es proporcionada por el hecho de gue los animalwes
infectados a los gue se les administra sapermina, espersidina o
putrescina junto con 1 6 24 dw DFMO retisnen la infeccion vy
oavyontualmente mueren mientras gque compuestos mas gQrandes Yy
homblogon de putrescinra no tiene sfecto.

3} Basados en la evidencia de que varios tripancosocmas operan
por la via de un mecanismo de poliaminas y que sus acciones ‘son
intensificadas por la DFMO.

Los wfectos bentficrocs de l1la DFMO e revierten por da
administracisn concomitante do putrescina, implicando la
inhibicién de la biosintesis de poliaminas como el factor critico

en la respussta biolédgica (823,

La DFMO acttia en los tripanosomas bloqueando a Ia ODC vy la
bigsintesis de poliaminas es apovada por estudiso in vive s=gbre
la sintesis de putrescina de L-(3-IH)-crnitina.

Este tipo de experimento in vitro muestra que la DFMO afadida al
medio de tripanosomas intactos en suspension blogquean la
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TABIA 7.3

EFECTOS DE LA DFMC SOBRE INFECCIONES DE TRYPAKOSOMA
BRUCEI BRUCEI EN RATONES

.

DROGA, REGIMEN DE TRATAMIENTOD DOSIS TOTAL SOBREVIVEN -~
DE DFMO CIA PROME-
{mg) DIO :
(dias)
8in droga 0 o
prpuo®
2.0%, 6 ddas 600 k u]
2.0%, 3 dime 300 30
1. ﬂ. 6 dias 300 a0
1.0%, 3 dias 150 ao
0,75%, 3 dias 112.5 22.6
0.5%, 3 Aia 75b 4.0b
0.5%, 3 dia 75 28.6
0. g&l, 33;{!10. ;7. L 5
0. a
0.1%. 3 afia 1p ab
¥ “plrl. Taina: 4 HC1l, SOmg/kg 00
+ E8 e 3 Te
+ Espermidina- mu. 100 mg/kg. 300 14.1
4 Putrescinac 2HC1, 500 mg/kg 300 13.4
3 dlll. 2.5 my/kg¥ 0,2* o®
a 1a drogs sa aﬂllntstro en ol agua de {s3)

consumo diario,
b Raferencia 23
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biogimiIed:s gp Sutrescinae. Ademas se encontro que la draga en 10—
2 urt pioguenr Ia formacion de putrescina de (3Hl-ornitina por mas
dgel 504 =n sveractos crudos de T. b. brucei.

Los ratoneas a los Que s=e les 0dio putrescina, espermidina o
esgparmina Zurante 21 curso de la infeccion y tratadoz con  DFMO
sohreviviercn solamente de 10 a 14 dias mas gque los controles v

eventualmente murieron.

Finalmente, 'como el tratamiente con DFMO causma una reduccidn
gradual en la parasitemia antes del aclaramiento final de Jla
sangre oh los primeros 5 dias. Esto parece cohsistente con un
mecanitmo total de accion que invalucra la detencisn de la
replicacion celular antes de la citotoxicidad parasitaria (23).

La naturaleza no toxica de la DFMO y el #&xito de la
agministracitn oral sin precedentes en la quimioterapia de

tripanoscmas. aumenta &l optimismo para la utilizacion de este
compuesta en algunas Fformas de tripancsomiasis en animales ¥y

humanos (62).

Se ha ehcontrado gque la DFMO es un agente efectivo en el
tratamiento de enfermedades del suefMo en humanos, causado por

trypanosonas Africanus, ¥ es activo aun an los casos de
tripancsomjasis melarsopial-resistentes fatales de fase tardia.

La ODC de T. b. Obrucei no es mas sensible a la DFMO (Ki de 139
AMM) que la ODC de las células de mamiferos. La DFMO entra a los
parAsitos por difusidn pasiva, de manera no hay consums
selectivo de la droga. Hay un gran decremento sn la ruta de
sintesis del acido nucleico en el T. b. brucei tratado con DFMO y
la reduccion oe poliaminas indute cambios morfologicos de formas
alargadas a formas cortas con nucleos maltiples ¥y cinstoplastos,
Eatos cambios son conmsistentes con Jla idea de que los
tripanosomas raguieren poliaminas para la replicacion celular
mormal. Esto muestra gque #] sistema inmuns puede matar a los
parasitos cuanda su replicacién s lenta por la reducscléon de

poliaminas.

Se ha sugerido otro posible sitioc de aceidn, por los recientss
descubrimientos de que los tripancsomas contienen una glutationa
reductasa, 1a cual requiers un cofactor contgnisndo espermidina
para st actividad. Este cofactor, llamado tripanotionina, ha sido
purificado del insecto tripanosoma Crithidia fasciculata., y ha
sido identificado coma N', N8 chis(L-§ -glutamil-L-hemicistinili-

alntesis de este cofactor podria

glicil)espermidina.., La
hloquearse en células sn las cuales sep reduce la espermidina. §in
wnth

embargo, esto no puede ser puesto que la tripanotiona no
presente en Eimeria tenwlla, ctuyo crecimientoc was fuertemante

inhibido por DFMO (7).

7.4.1.1 TrRIFANOSOMA ERUCE] RHODESIENSE

Otra demostracitn de los efectos de la ODC scbre las infecciones
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Ttripanozemalies en ratones s efectud unililrtur ey T, b.
rhodesiense 22 2nimale=s vy cel hombre., La coca wellcome CT oe T,
b. rhodesiense oo 19330% letsl sara f3aiores aT LA dengra o
las 5 pias Ce anfeccion ger 1000 tripancscman. .

Para estudiar los efectos ce la DFMD, tuatro graepes de @ ratones
hemera, recibieron 1900 tripanosomas cada uns. Loy grupos
recibieron 2%, 1% vy 0.5% cde DFMS en el agua oF cohsume giario,
comenzants =h 2l dia de infecczion. El grupa conzrel ne recipie
nada. Como el raton control comens® & morir al cuarto dia, <e
busce ta presencia de parasitos en la sangre residual del ratdén
diariamente. Loa animales deberian morir a los pocce glas cespues
de Qgue la concentracion de tripanosomas alcanza 198 /m1, Se ha
comprobado que la concentracion del 27 de DFMO tiene ura accidn
protectora (23,

Los resultadeos son similares cuantitativamente a aguellos gon T.
b. brucei (Tapla 7.37) excepto que lazm curaas gel T. b. brucei
fueron cttenigas con 1% de DFMO cada un dia despuas de la
infeccidn. y continuada durante tres diss. Las diferencias
aparentes en lps resultadcs de los dos euperimentes, podrian
deberse a uno o mas de los siguientes factores (2508

a) T. . brucei podria diferir apreciaplemenze de T. b,
rhodesisnse en su suceptibilidad a la draga.

b} La cepa de T. b. rhodesiense podria rapidemente invadir
los espacics de tejido, dende las concentraciones de la drega no
s0n ricas en niveles curativos.,

c) El sistema inmune del huésped puedse respondsyr mends a  Uvha
infeccisn por T. b. rhodesisnse, aporvando la tercera pozibilidad
obtenida de Que las diferentes cepas genftticas de ratén difieren
en suceptibilidad. No obstante, esto claramente significa que
para ambos T. b. brucei o T. b. rhodesiense, la DFMO tisne un
efecto protector y permanente en las infecciones rapidas
fulminantes .

7.4.2 COCCIDIOSIS

Otro gqrupo de protorparios parasitos hetercgeneocs lliamado los
coccidia, son pardsitos clasicos del epitelio intestinal de
vertebrados (23, 82),

Un parasitco de las aves tal como Eimeria tenella, crece
intercelularmente en las celulas epiteliales del cascc cecum,
come wun trofosoito, despues sufre esgquitogomia, una forma de
mitosis maltiple, para formar un gran numers de merozoitos. Los
merozoitoa son despubs liberados para interaccionar con otras
céalulas., La pared del saco del pollo, en el caso de E. tenella,
es muy dafado y esto se manifiesta por una perdida severa de
sangre y la muerte en muchos casos {(I23).

La DFMO tiene un potente efecto anticocgidial contra infecciones
de E, tenwella en pollos {23, 53) y reducen las lesiones cecales
que frecuentemente conducen a una severa péraida de sangre ¥y la
muerte, En ambos tipos de infecciones, los efectos terapéuticos
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O paliamipzz e avitan 21 blogqueo ensimatico (ST,

7.%.3 HMALARTA

Los vcarbs:izesx dzl génerc Plasmodium son los agentes de ia
malaria. €i Plasmpdium falciparum es una de las papecies la cual
causa wuna enfermedagd sqQuda en el hombre v  esta ampliamente
distribuida e Sudamerica, Africa v 21 cureste de Asis.

En pl hueescez. la melaria se multiplica rapidamente en  los
eritrocitos conde se metaboliza la hemogleobina y ntros
constituyentes de los eritrpcitos. El parasito intracelular es un
peguen  trofoleite que crece y se divide asexualmente por
esguicagoniar el ciclo de vida es similar en principio a la
Eimaria. Hay un insectoc vector en este caso, el cual es la hembra
del modsqulito Ancpheles (23).

En 1781, se recortaron (08 resultadps ae lozs estudicos iniciales
per Cain sppre los efectos de la DFMO en cepas de FPlamodium
falciparum (117), Por cultives de P. falciparum in vivo vy
midiendo el desar-ollo de los parasitos desde el principio de un
ciglo esquizogonico, se determind que la DFAO tiene un efecto
cignificative sobre  su habilidad para sufrir esquizogonia.
Despues de 24 horas, los trofozoitos recibieron 5.0 yv &.4mM  de
DFHO, comenzanco a aparacer mas pequefos que en las cepas centrol
y Que fupron sometidas a concentraciones bajas de DFMO,. Esta
diferencia fue mas prohunciada por 36 horas, vy fue acompafMada
por uwuna reduccion marcada en 21 namero de esquizpitos en las
cklulias tratagas con 5.0 y &.&mM de DFMOD (23,

Los parasitos en los grupos tratados con la droga (DFMC 5,0 vy
b.6mM}, fueron aparentemente detenidos en la etapa de trofozoito,
mostrando una reducciton distinta en su habilidad para sufrir
esquizogonia. Esta tendencia continua por 48 horas, tiempo en en
21 cual los cultivos control junto con aguellos que recibieron
DFMA 1.5mM © menos, mostraron un incremento en los  ndmeros
relativos de etapas anulares tempranas. Esto indica que una
cantidad aprecisble de la invansién dentro de nuevos eritrocitos
toman lugar en estas cepas (23).

La DFMO (5.9 a 6.4mM) parece bloguear la habilidad de los
pardsitoe para dividirse mitositicamente de manera similar a los
epfectps que la droga tiene en celulas de mamiferos. donde
fupciona por decrementc en las poliaminas aintracelulares las
cuales caucan un cambic en la detencidn de la asintesis de ONA
23, 1131. FPara probar esta poaibilidad, los efectos de la DFMD
sobre la incoprporacion de H=hiporantina, un precursor de Acide
nucleico en P,  falciparum, fueron examinados. Una concentracion
10mM de DFMD inhibe fuertemente la incorporacidon de nipotantina
dentro del material precipitable con Acido triclorpacetico, pero
no antes de 9 Nnoras. gue &g presume 23 el tiempo necesaric  para
diaminuir los niveles de putrescina y espermidina (23},



7.4.4 OTRDS EFECTOS ANTIPROTOZGARIODS DE LOS IMHIBIDORES CE LA ODC

La DFHMOD inhibe la replicacin de wun nPurero de pardsitos
africanos + Eimeria tenwlla,

incluyendn wvarios tripanosomas
Giardia lamblia, Plasmodium falciparum y Pneumocystis carinii. Es

remarcadamente activa contra infeccicnes de T, b. brucei en raten
y actia contra cepas de T. cohngolenas, los cuales son resitentes

a tripanocidos estandar.
efectivo

E! metil ester del 2-flucrometildehidro-crniting e mas

que la DFMO contra la proliferacion de malaria en roedeores. Este
inhibidor de la ODC en también mas potente que la DFMO contra
tripanoscmas, pero es mucho menos Mctivo gque el (2R, SR)-MAP,

La DFMO es una droga efectiva contra las infecciones de neumonia
causadas por Pneumocystis carinii, el cual se considera un

s8porazcario (7).

Las concentraciones altas de DFMO requeridas, tan bien como &l
conogimients de gque la DFMD es ineficaz en wl tratamiento de
inteccicnes peritorociticas doe P. gallinaceum sn polles y P,
berghel, disminuyeron el interés por la malaria en relacion con
las tripanosomas. .

G. Pone propcuso el estudio de lox efectos de la DFMO en otras
fases del ciclo de vida del P. berghei 1lamado esjuizogonia
eyoeritrocitico y subsecusntemnente en la msporogonia del insecto

wvector Anopheles stephansi.
de

resul tados obtenidos smostraron que la DFMO al 1% en agua
administrada & ratcones infectados con formas
berghei no tiene efecto. En contraste, una
contra la infeccitn eMoeritrocitica con
con DFMO al O.1%, O0.5% y 1%,
27 de animales infectados
la eaguizogonia
La ®aquizogonia

Los
consumo diario
writrociticas de P,

dosis de proteccion
waporozoitos fue demostrada
protegishdo 27%, 75% Y
respectivamente, por lo tanto se concluye que
gritrocitica no ws afectada por DFMO.

exoeritrocitica (en celulas de higado) es inhibida rapidamente.

Tambhidn se demostrog

1) La inhibicitn del ciclo de la esporogonia de P. berghei an

insecto vector por administracisdn de DFMO a los mosguitos en
tratado con

el
azucarada o medic sanguineo oe ratan

una splucion

DFMO v,

2) El. desarrclio de inmunidad a exceritrocitico peroco no a la
infeccitn erjtrocitica en ca=i dom terceras partes ' de ratones
inocul ados de 2 a 3 veces (#n intervalos asmanales) con
®espororoitos (con jeringa 6 mosquito) en presencia de DFMO & DFMO
y elorogquina. Los hallazgos sugieren una aproximacioen a la
‘“vacunacitn” contra la malaria, parecida & la que SsSe observd
primero en ctoccidiosis.
oer aplicables al

Se ha sugerido que estos hallazgos pueden
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ROMEre vy Que ood=lan USAarse Bn un Sregrama g2 praversizhn do la

infecuion causada por malaria (1135).

EFECTOS ANTIVIRALES DE LDS INHIBIDORES DEL METAROLISMO DE
FOLIAMINAS

7.3.59

La DFHO anhibe (a actividad de la 0DC previnienoo ta
proliferaciodn celular en cepas despues de gue sg hapn reducideo las
poliaminas enddgenas ¥y el cicle celular es detenido antes de la

El

la sintesis de DNA y ®] final de la 7ase Gl,

iniciaciéon o=

afecto inhibitorio puede revertirse por la provimison extgena de

putrescina, espermidina o espsrmina mostrando por tanto que hay
de poliaminas &n la proliferecion

un requerimiento absaluto
celular.Los parasitos intracelulares son obligados, Yy durante su

replicacién el genoma infectivo modifica w1l metabolismo de la

celula hubkspad para producir un acido nucleico viral especifico y

proteinas. Pueste que las poliaminas se requiersh para la sintesis
macromolecular gurante la multiplicacion de cé#lulas procaritticas

Y sucarjcticas, e razonable proponer gque estas bases alifaticas

deberian tambien ser requeridas para la replicacitn de los virus.

Las poliaminas han mpstrado ser ssencialoes en la replicacicon de

diferentes virus bacterianoas pero poco se conoce | de los

requerimientcs similares en la replicacién oe virus animales.

de mistemas procariotes a sucarictes es poco
aconsejable, en wvista de una asociacitn aparentement® tinica de
esipermina con las células animales. La replicacion de cisrtos
virus animales en cultivos de celulas, se previsne por
inhibidores de la biosintesis de poliaminas, pero pocos estudios
s han hecho del metabolismo de poliaminas de células animales

infectadas por virus.

La extrapolacitn

Esto es wuna omisitn desafortunada, puesto que tales modelos

podrian responder preguntas fundamentales de la naturaleza
QEeneral concerniente a las funciones biolegicas de las
poliaminas. Mam enpecificamsnte, w! metabolismo alterado de las
poliaminas, #] cual es consiguiente en 1la infeccién varal,
podria ser pertinente en relacion a la patogenicidad de las
entermpdades por virus., E! efecto antivirs]l de los inhibidores de
las poliaminas demostrados in vivo también fomenta la powmibilidad
de B uSO #n Un contexto quimoterapedtico.

DFMO contra

Aungue ss&  ha cemo=trado un efecto antiviral de la
en células

virus vaccinia y el citomegalovirus de humanc (CHMV)
diploides humanas (MRC-5) con valores de EDgg de cerca de SmM en
Ffada casp, la replicacaon del virus de herpes simple tipo 2 (HVS~
2y, 0 fue afectada por OFMO 10mM. Asimismo, las mismas
concentraciones del compuesto no inhiben la replicacion del HVS-2
& CMY muring e=n cul tivos de celulas primarias de fibroblastos de

embrion de raton (MEF).

HVE-D =n celulas BHE=2]1, muestra gque son
solamente despbues oe la exposicion de
inhibidor despues de la infeccdion, Al

El crecimiento de
afectadas por DFMO, pero
los cultives de celulas al
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pretracamierta con DFMO,  es upa parte 1rtegral o2 Lo orosca de
redugeicn de placa el cual nz ha asido efectavn. 3in smcarzo, la
propiecad antaviral del metilglioxal (MGBEG) contra HVY3-Z, podria
no salamente oemcstrarse en 21 regimen zimilar weaca. Estas
aparentes Hiscrepancias, podrian resglveree cor la ooservacion
gue, & difgrencia oe los resultacos obtenidos en las celulas
humanas. DFMO 10mM ne inhibe la replicacion del virus vaccinia en
cultivos de MEF, auvnhngque se manyifiesta alglun efecto par altas
concentracionas del compuesto. Esto s concebible, vya gue la DFMO
no algeanza wuna concentracién intracelular san ciertps =istemas
celulares huesped para ejercer un efecto inhibitoric contra 1la
replicacitn del HVS-2.

Los efectos antivirales de la DFMO podrian relacionarse al
incramento o expresidon continua de la actividad de la 0DC en
células infectadas con virus vaccinia & CMY humana. En contraste,
el HVS-2 no estimula la activided de la enc-ima y en otras
infeccicones ge HVS, 1a sintesis dp poliamimas s inhibe. El
fracaso de la DFMO para inhibir la replicac:ién del HVYS-2 en los
sistemas celulares utilizados sugiere que ne se requiere la
biosintesis de poliaminas para la replicacidn de este virus.

Un pastudico reciente. demuestra gue el MGBE tiene wun efecte

antiviral mas potente in vitro que otras drogas usadas
clinjicamente en &l tratamiento de infeccionex de CMV humano (96},

114



CAPITULD IX. CONCLUSIONES

1. ta ornitina descarboxilasa se encuentra en el citoplasma, en
el nicleo ¥ en &1 nucleolo.

2 La arnitina descarbonil asa s encuentra unida por

fosfatidilinositol a la membrana plasmatica.

5. Las propiedades fisicoquimicas de la ornitina descarboxilasa
varian deperdiendeo de la fuente biologica.

4., La actividad de la ornitina descarboxilasa se incrementa en
respueata & hormonas, drogas, regeneracion de tejidos y factores
quie estimiulan el crecimiento celular.

S. La regulaciotn de la actividad de la ornitina descarborilasa se
lleva a cabo por hormonas y antiencimas.

&. La orpitina descarboxilasa puede ser inhibida especificamente
con analogos de sustrato o del producto.

7. La ornitina descarboxilasa ha sido inhibida en diferentes
sistemas con crecimisnto activo.

8, Los resultados obtenidos en #] tratamiento de parasitosis
experimentales y en  humanos ofrece nuevas perspectivas en la
investigaciéon de antiparasitarios,
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