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RESUMEN 

k• ODC •• un• •n:ima MmPli•mente di•tribuid• en l• n•turale:a 
determin~ndo•• su loc•li:aci6n, • tr•v•• da div•r••• t•cnic~s, an 
el citopl••~• c•lul•r y •n •l nUcleo, particularm•nte en el 
nuc:leota. 

L• actividad d• ••ta •nzima pu•d• inducir•• en r•spuest• a la 
•cc1Dn d• harrnan••• draQ••• re~ener•ci6n de t•Jida•, factareu y •o•nt•• promotor•• d•l cr•c:imi•nto narm•l y tumoral, lo que 
p•r~it• •o co•ntific•cibn, •i•l•miento y purificac:10n. Adorna~ Ja 
ODC r•qUi•re, par• m•ntener •u •ctivid•d, da una c:oenzima y un 
cof•ctor y •u• propiedad•• fi•ic:oqulmic•• v•r1an d• acuerdo a 1• 
fuent• de ••tudia. 

L• OOC .. regulad• princip•lm.,,te 
l• Mi9'1t• y par hormcn•• • 
tr•n~uc:c: ion• l • 

par i•D•nzim•• V •ntien:ima~ dtt 
niv•l tran~cripcianaJ y/o 

L• actividad d• l• DDC pued• inhibir•• por diver••• suetanci~s, 
ei.ndo un• d• l•• ••• ef•ctiv•• l• DFMD. 1• cu•l 9e un• 
irrever•ibl.-.,,t• • l• •nzi••· El ••tudlo de lo• inhibidor•• d• 
1• Ol)C in vivo •br• nu•V•• p•r•p•ctivas d• inv••tig~ción, ya 
qu• lo• r••ult•do• abt•nido• •n p.-rasLto:s.ii::. e1:per-irnentaloft y lon 
hU••no, han aldo po•itivoa. 
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08.lETlVOs R•vi••r 1•• prapi9d•d•• de 1• arnitin• d••c•rbaxil••• 
CODC> y sus i•aenzim•• present .. •n dif•r•nt•• •i•t•m•• celul•r•• 
con particular *'1f••i• en el humana, Y• que ••t• enzim• •• 
reepansabl• de l• einte•i• de paliaminaa ad•m~• de regular l• 
eMpresi6n Q.,,9tica. L•• pali•minas, producto de su •ctividad, 
regulan div•r••• reaccion.. ..tabOlic•• implicada• en la 
divisi6n, diferenciacibn y praliferaci6n celular en prac••a• 
nor•al•• y patolOQico•, par la que la inhibiciOn ••p•cifica de 
••ta enzi•a pued• tener aplicaciane• terap•utica•• 

11 



CAPITULO 1. lNTROOUCClCN 

Las •nzimas •en producto& ••P•Cifico& d• las c•lul•• y su 
activid•d cata11tica a•i como su cantidad •• utiliz•n como 
indicadores del est•do funcional d• la c&lul•· L• loc•lización 
celular y •ubc•lul•r d• l•• enzimas •• un parAmetro importante en 
lo• eatudio• de diferenci•ciOn e identificación de c•lulas 
••p•cific••· 

La ornitina d••carboxil••• <L-ornitina dr•c•rboxil•••• ODC, EC. 
4.1.1.17) convierte la ornitina a putrescina en el prim•r P••o de 
l• bia•1ntesi• de poliaminaa (1-13, lb, 114> •1 miamo tiempo que 
1• regula <1-3, lb). 

La enzima fue reportada par primera vez en 1940 por Gale baja 
condiciones que sugier•n un pap•l catabblico de l• ODC. 
Po•t•riarm•nt•, Morri• y Pardee de•cribieron una enzi•• 
biosint•tica en Eacherichi• coli. Al •iguiente afta, la ODC fue 
deacrit• en prbst•t• de rata par Pegg y Willia••-A•hman. De•pu•• 
1• •i••• 9"ZiMa fue reportada por Ruaell y Snyder en h!gada de 
rata revenerada, en .. briOn de pollo y vario• tumor••· La DDC ea 
un• de la• enzi•a• que in vivo tiene una vida '9edia -.t.• corta que 
la report•da para una enzima en •i•t•••• de .. alf•roa Cll4>. 

H• •urgido ciert• controver•i• can refer.,,ci• • la lacaliz•ciDn 
celul•r de eat• enzi•• con ha•• • ••tudia• en loa cu•l•• l• 
•ctividad de la enzi.. fue enaay•da utiliz•nda difer.nt•• 
ewtractae de fraccione• celularea, •• .. tabl•cib que la DDC 
••tab• preaente •wclu•iva-.nte en el citopla ... celular e~, •>· 
El u•o de inhibidorea eapeclfico• • irreveratble• de la DDC coeo 

· l• DL-alfa-difluora-.tllornitina fDFttO>, han J*rmitido la 
realiaacibn de varice eatudia• .n Francia sobre •u lacalizaciOn 
eubcelular y •e ha de•c•trado que ••ta pr••ente no •ol••ente en 
el citopl••••• •ino ta•bi9n en el nucl•olo y nucleopla••a d• 
c•lul•• .. tabOlica•ent• •ctiv••• la que augiere que la ODC e• una 
prateina con funcione• tanto en la •1nt••i• de poli••ina• COMO 
en l• reQul•ci6n de l• •Mpreai6n Qen•tic• ce-so>. 

La •ctividad 
enferlllltdadea 
••l•ria,etc.C?, 

d• l• DDC •e ha 
COMO p•ori••i•, 
23, S3, 83>. 

ob•erv•do 
carcino.• 

en r•l•ciOn con 
de pro.tata, 



CAPITULO JI. GENERALJOADES 

La ornitina da•carbo»ilasa <ODCJ os una en:ima con gran 
impart•nci• bioqulmica y fisialbgica par Ja que su actividad s• 
ha estudiado en organismos eucariotes y procariatea <Z9 0 46. 481. 
Esta •nzima cataliza la conv•rsibn d• L-crnitin• • putrescina 
C19) a la vez qu• r•gula la biosint••i• de poliaminas <~. ~. 6, 
7, 221. La bic•!nt•sis de paliaminas •M le• mam!feras •• pr•senta 
•n la figura 2.1 (91). 

La arnitina disponibl• para ••tas r•accian•s proviene del olasma, 
•d•••• de que puedtt far-mar!le dentr-o d• la• c•lulas, por- la accion 
d• la ar-gin•••· E• posible que •Sta ~ltima en:ima, ampliamente 
di•tribulda en las diferentes tejidos, se encuentre presente en 
tejidos •Htrahep~tico• para facilitar la disponibilidad de 
or-nitina para la bicslntesis de poliaminas (91). 

La actividad de la ODC es &Htremadamente sensible a varios 
factores •i•ndo nor-malmente muy baja en un •i•tema can un 
•quilibrio en l• conc•ntracibn de putrescina <21). Su •ctiv1dad 
pued• •l•varse var-ias veces, como r-e~puesta a l• acción de 
hormona•, dr-oga•, r•generaciOn da ~ejidos, factare• y agentes 
pr-omotor•• dal crec.i.miento normal <4, 10, 91) y tumoral (7). 

Aeciantem•nt• h•n •ido ainteti:adas var-ioa amino~cidos alfa­
diflucrom•til•dos qu• han per-mitido re•li::ar estudie• sobrll' la 
funcibn de l•• paJiaminas en el dvsarr-ollc y r-~generaciOn celular 
(48) a 

2.1.DIST~JBUCtCN SUBCELULAR 

Alguna• de lo• ••tudiaa conc•rnientes • la OOC est•n 
l•• alt•r-•cione• •n su actividad y otros a la 
celular •Hacta d• le misma (6). 

orient•doa • 
lccali::a.cion 

La •ctivid•d d• la ODC se ha detectado en •~tractos de diferentes 
c•luJea euc•r-iotvs y pracariotes. Es prob.able qLte la• niveles 
ba••l•• y les actividades inducidas de la an::im• en diferente• 
tipoa de c•lulas dentr-o de un m.i.smo t•Jido se•n muy grand••• Par 
est• ra:bn •• hacen necesarias m•todos directos para la 
lccalizacibn y cuantific•ciOn de l• •n::im• pr-••ente en las 
seccian•s d• tejido. 

Ha surgido ciert"' controversia sobre Ja lac11li:ación !!t.tbcelular­
de la ODC (67>. Con base en estudios en los cuala-s ae ensayo la 
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actividad de la en%ima utili:ando eKtractos d• dilerent•a 
~racciones subcelulare~ ee concluvó que la ODC estaba presente 
exclusivamente en el compartimiento citosolico de la célula (48, 
ó?>, sin embargo, la presencia de la en:ima ha sido reportada en 
el nó.cleo t48J. 

Recientemente, se han obtenido evidencias bioquimica•, que 
indic.a.n que li11 mayor parte de la ODC se encL1entri': presente en el 
citopla~ma celular y una fracción de la misma en el núcleo, 
particularmente en el nucleolo 15-7, 9, 22, 49, b7J. 

Emanuelson y Heby, utili:ando la formac1án de un complejo marcado 
con D~-alla-DFMO, un inhibidor irreversible de la ODC, 
d•mostraron que la en:ima no solamente esta preaenta en el 
citoplasma •ino también en el nucleolo y nuclaopla•m• de celula• 
m•tabOlicamente activas tb7>, lo que sugirió que la ODC ea una 
prateina multifuncional con un papel tanto al la einteeia d• 
poliaminas como en la regulación de la eKpresi6n genetica (6, 9, 
67). 

~a locali%ación de le ODC en el nOcl•o concuerda can lo 
prcpue•to por Rus•ell y Mannen. Ellos proponen que la en:ima 
••timula la activación d• la polimnrasa-1 del RNA par una 
alinidad de la ODC a la misma <?, 21, 114J. Si t•l asociación 
exiwte dentro d• la celula, una conaecuencia •eri• una alteración 
en la disponibilidad de la ODC y por tanto •n la actividad. En 
•poyo dn aste concepto la ODC puede ser nncontrade en el núcleo 
existiendo una relación e•trech• entre la actividad de la en::im• 
y la sintesia de RNA (21, 114>. 

Estudios reali::adaa en higado de rata demuestran que la ODC •• 
encuentra asociada con el mRNA de polisomas libres, indicando qu• 
la en::ima e& einteti%•d• en estos, de acuurdo con la locali%•ción 
citos6lica de la misma <BJ. 

La ODC es el componente minoritario de la protein• tot•l ecluble 
en alguna• c•lulas. Por ejemplo, en el hi9adc d• rata la ODC 
r•present• cerca d• una parte •n bO 000 000 de la proteina total 
soluble y de9pL1es de una inducción mt\n1ma por una combinación de 
inductores de la protein• es sólo una parte en ~5 0000 C7J. 

Sn ha observado que en el ri~6n de ratón estimulado con 
andrógenos la ODC sólo constituye O.OlY. de la proteina 
citoplásmica total y 0.00012% en hi9ado de ratas estimuladas con 
tioacetamida 17, 10, 91). 

La en%ima purificada a homogeneidad ap~rente de higado de rata 
r•pr•••nta aol•m•nt• cerca del (•.OOOZY. de la proteina 
citopl.ti.smica de la mi•m• cu11ndo se real1%a una inducción mitr.11ima 
{ 11 ) • 

En higado de pollo, solo una peoue~a ~racc10~ de la ornitina es 
descarb0Kil11da a putresc1n6 y ut1li%ad• pari11 la sinteeie de 
poli•min•• locali:Andose la O~C en el cito•ol <:?21. y una peque~a 
p .. rte de la misma es meto!lboli::l'lda en e-1 nL1cl~o t2:?). 
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Hlql.1no!!I estudio~ reall.:.ados ~n lin1ccitcs T humano'5 muestran que 
al tratarse con mitogenos o lect1na~ se induce rapidamente la 
activación de la ODC • t~aves de un mvcanismo 1ndapendiente de la 
s~ntesis de proteinas aue requiere de energ1~ y un citoesque-l•to 
int~cto, Al mismo ;iempc se estudl.an los eventos quimicc& 
prir1c1pale• d• la s1nte'3is de proteina indep•ndie-ntes de la 
ac:tivacion de la ODC p,-e..,::istente dur-l!lnte l• t,-ansducciOn ae lat1 
nehales mitog~nic•s de los r-ecepto,-es de la memb,..ana pl•Bm~tica 
al interior- de las célula• (5), 

Se hen de•crito un sin numero do prote1nas unid•& por 
fosfatidilinositol <PI> a la superficie eHt•rna de la m•mbrane 
plasm•tica, Tales proteinas incluyen fo&f•tesa elc•lina, 
acetilcolinest•rasa <5, 17> y la proteina básica mielina. Este• 
prot•inas pueden aer liberadas de la membrana por •n:imas 
especificas fosfatidilinositol-fo•folipasas de dif•r•nt•• 
bacterias. L.as estructur.!19 no proteicas se encl.1entr-an •nla:::•d•• 
al iosiatidilinositol Qn la super-ficie interna de la membr~na. 

L• induccibn de la actividad d• la ODC 
linfocitos T humanos •B inhibida por- L.i• 
inhibidor ••lectivo de incsitol-1-fosfatasa, 
la producci6n de inositol (5). 

por mitog•nos en 
lmM ya que •• un 
•nzima limitant• •n 

La ODC ea un• mol•cul• q~e contiene inositol covalentement• unido 
y pu•d• ••r activada por- un• fosfatidilino•itol-fosfolipa•a C 
••Pecific•, •videncia que indica que la ODC est• unida al PI y BU 
actividad •nzim•tica •e •lev• vari•• v•c•• cuando 1• mol•cul• •• 
•ncuentra unid• • I• parte di•cilglic•rica d• l• mol•cul• <Figur• 
2.2>. 

Se h• d••o•trado que 1• •Wi•tenci• d• un• OOC inectiv• •n 
linfocitos T hu•ano•• En e•t•• c•lul•• la ODC •e activ• 
r•pid•••nte por •itOgeno• •1 ·igu•l que en pr••enci• d• 
cicloh•Mamida. E•t• activ•ciOn par s1nte•i• "de novo• 1• cu•l 
comienza d• 1 • 2 hor•• de•pu•• de l• e•timul•ciOn. E•to• 
re•ultados concuerdan con el concepto d• que l• ODC •ctiv• se 
localiza en el cito•ol d• c•lul•• •n proliferaciOn <unid• al PI> 
<S> • 

2.2 TECNlCAS DE LOCALIZACION 

EKist•n vario• m•todo• citoqu1mico• p•r• 1• Joc•liz•cion de l•• 
enzim••• lo• cual•• se pued•n dividir •n dos cateqori••• l• 
prim•r•, b•••d• •n l• v1su•liz•ci6n d• los producto• d• reacciOn 
c•t•lizada por la •nzima y l• ·~und•, b•••d• •obre l• 9•n•raciOn 
d• un anticu•rpo ••P•Cifico contra la •n:::im• <por •J•mPlo la 
inml.1noc.itcqu1mic•>. 

El u•o 
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locali;:"'c.ion o niv9l celular :" suocelular de . eno:.im•-.; tiere 
ims;:cri:•nc!.a en lo• estudies ce ci-fer"enc1aci6n e idRntifica:ion ce 
celulas especii1cas <~4>. 

Va,-ias té~nicas se emplean para la Joc~lio:aciCn d~ la ODC ontr"~ 
las cuales encontramos: 

2.2.l LOCALIZACION INMUNOCITOQUIMICA 

Las técni~as inmunocitoquimicss sen utili:adae fr"ecuentemente 
como instrumenta• para la local~:acion de pequehas 
concentraciones de péptidos y pr"oteinas. incluyendo enzimas (4). 

Esta técnica se basa en la generaciCn de un anticuerpo a•peciiico 
y potente contra la en:tma f4, 24, 27>. 

La ODC fue purificada a homogeneidad ap•rente a p~rtir de rihones 
de ratCn tratados can testosterona. Utili:ando la en;:ima 
purificada fue posible generar un antisuero de titulo alto 
conteniendo anticuerpos monoespecificos contra la OOC. Estos 
anticuerpos se utili;:an para la locali:acion inmunacitoquimica de 
la enzima en rihanes de retén tratados con teetoaterona y en 
avar"ioe de rata prep~beres tratadas con HGC Cgonadotropina 
coriónica humanal (4). 

Los •i9uientes hechos sugieren que las anticuerpos generados •on 
••p•cificcs contr• la enzima y de aqui que l• inmunoreactividad 
d• la ODC reflaJ• •u presencia (6)1 

ll L• •nzima purificada ewhibe una band• •n 
•l•ctroforesis •n gel de poliacrilamida. 

2) La actividad ••P•Cifica de la •nzima pur"ificada 
concu•rda con •l valor teórico d• la •nzim• pura. 

3> La •nzima purificada pr"•••nt• un• band• d• _ 
pr•cipit•ción contra •u antisuaro •n la t•cnica de doble 
inmunodifu•iOn d• Cucht•rlony. 

4> No •• ob••rva inmunor•actividad •n control•• 
ca•trado•· 

~) La administraci6n d• diaminopropano (OAPJ, un 
r•pr••or na fi•iolOgico de la ODC, reduc• consid•r•bl•m•nt• la 
inmunor•actividad r•nal y, 

6) La marcada reducci6n •n el mat•rial inmunor••ctivo •n 
ri~on•• d••pu•s d• ••r tratado• con cicloh•wimida concuerda can 
•1 r•cambio d• la ODC. 

La m•todologia para l• r••li:ación de ésta t•cnica •• l• 
siguient• C4, 6, 47>t 

J) El mod•lo d• laboratorio•• perfundido via corazón con 
un• soluciOn fria de formaldeh1dol4?. de formald•hido •n buff•r 
de fo•f11to o.tl"I, pH 7.2>. 

2> D••PUé~ se ahade ditiotraitol 5mM como fijador" Cen 
1n:perimentcs pilotos •• mo•tr"O qL1e •1 ditiotr•itol aum•nta la 
inmunor"eactivid•d d• la •nzima). 

3} Las muastr•• d• rihon•s •• •umerg•n toda la noche •n 
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una soluciOn d• formaldehido como la indicada en el punto uno. 
4J Po•t•riorment• la• mua•tras •e sumergen en buffar de 

fosfato contaniando de 5 • 25X d•.s•caro•a, •on congeladas en 
hi•lo ••co y •accionad•• an un cric•t•to da 10 • 15.J"m• 

5) L•• •eccione• aon procasada• para l• demostracion 
inmunocitaquimic• da la ODC utilizando un anti•uera de conejo 
Ccodigo no. 81111) . obtenido contra l• an:=ima p1.1rificada de 
rihanea de raton tratado• con teata•t•rona. El •itio de raacciOn 
d•l complaJo antigeno-anticuarpo a• revelado por la t~cnica 
indirecta de inmunafluorescancJa CIF> de Caen• et •l o por el 
matado da perowida•a-antiperoMid••• CPAP> C4, 6, 47J. 

El anti•u•ro ••utilizado an dilucJOn 11640 •n rihon a 1EBO en 
ovario y placenta. 

En el proca•o da inmunofluore•cancia el •itia da reacciOn 
antigeno-anticuerpo ea revelado por fluoreacelna isotiocianata 
CFJTC>, daaignado como anti-JgG de conejo, diluido 1120. Todas 
l•• soluciones contienen 0.25X de ••roalbumin• humana y 0.25X de 
Titron )(-100. Las sacciones. aan enjuagadas y fijad•• en buffar da 
fc3fato salina fPBSJ C4, 6>. 

La lacalizaciOn de la ODC pcr inmunocitcquimica ea 
das r•zones principalasr una son l•• c•ntid•de• 
pequahas da la enzima pra•antea an loa t•Jidoa. L• 
• 1• falta de un antisuarc aspecifico y da titulo 
DDC (4J. 

limitada por 
awtr•m•damente 
otra es debido 
al to contra la 

El m•toda probablemante na podria distinguir entra la •nziin. 
activa o inactiva1 ni d•moatrari• l• enzi•• •i la• •itio• 
•ntig•nicoa fu•r•n anma•carado• por •J•mplo par uniOn • alguna 
protein•, o no •• ancuentr• inmediata..nt• disponibla para •1 
anttg.na. · 

L• lacali~acion d• la anzi•a t .. bien dapand•ra criticallt9nt• de 
l•• condicion•• baJo l•• cual•• san preparad•• y tratad•• 1•• 
aacciones d• t•Jido con lo• anticuerpo• <114>. 

2.2.2. METODO INDIRECTO DE lNl'tlJNOFLUORESCENCJA <IF> 

Est• metado desarrollado por Coona •t al, •e b••• en la for••ciOn 
de un anticuarpo ••Pacifico Cu•ualmente d• coneja) de la ODC para 
el antig•na pr•sent• en la •ecciOn de tejido d•mo•tr•ndosa el 
•itio d• reacciOn del complejo •ntlgeno-anticuerpo par el U•C de 
un anticu•rpo fluorocromado marcado contra la• inmunoglobulinas 
del conaJa ce, 47) <Figura 2.::S>. 

En ••t• t•cnic• •• utiliza anti•uero diluido la~560 en ri~dn e 
taZ20 •n ovario. LA• ••ccicne•.d• tajido aon lAvadaa en PBS 
conteniendo o.25z d• Tritcn x-100 e incubadas con anti-lgG de 
con•Jo-ov•J• diluido ta~O. La• aeccion•• •• lavan nuevamente y•• 
incub•n con el ccmpl•Jo p•rowida•a-•ntiperoMid••• de ccn•jo 
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Fig. 2.3 H•todo indir•cto d• inmunofluoresc•ncia (47). 

diluido 11160 y posteriorm•nte en buffer TRJS, pH 7.6. L• 
•ctivid•d d• P9roMid••• •e vi•ualiza por incubacion con 3, ~· 
t•tr•hidrocloro di•minob•nzidina, 60 •g/100 ml, y o.01r. de 
peroNido d• hidrdg•no •n buffer TRIS O.OSH, pH 7.6. D••pues de la 
tincidn, la• ••ccion•• •ón engu•Jadaa •n PBS cont•niendo 0.25h d• 
Triton x-100 y fiJ•d•• en buff•r d• fosfatcglicerin• <4>. 

2.2.3. TECNICA DE INHUNOPEROXIDASA (PAP) 

E•t• "*todo, d•••rrolledc por Sternberg•r, al i9ual qu• •l 
•nt•ricr se basa en Ja formaciOn del complejo antig•no­
anticu•rpa. Un ssgundo anticu•rpo ea utilizado en •Nceso 
uni•ndos• al anticu•rpo primario en los dos sitias libr•• d•l 
ccmpl•Jo, La ••cciOn d• t•Jido •• incuba con un ccmpl•Jo •olubl• 
d• P•ro~id••• y antip•rcNidaaa qu• •• unir~ al •itio libre d•l 
•99undc anticu•rpo, Finalment• •• revela la actividad d• la 
p9roNidasa (47> CFJGURA 2.4>. 

La m•todclogia para e•ta t•cnica •• •imilar a la d• JF 
•Mceptuando el Ultimo paso dond• la• aecciones t•~idas •on 
enguaJ•d•• con PSS cont•ni•ndo o.2s~ d• Tri ton x-100 y fijadas •n 
re•ina d••PU•s de la deshidratación <4>. 
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L~• t•cnica• ant•• m•ncion•das •an •mpl••d••• por •J•mplo, p•r• 
la loc•liz•cibn d• la DDC ttn rifton d• r•t• tr•tado con 
t••to•t•rona, ovario• d• rata tratado• con HGC, pl•c•nta d• rata 
y t•Jido n•uronal d•bidc • que ••to• t•Jido• conti9n•n un• gr•n 
•ctividad d• la •nzima C4, 6, 47>. 

2.2.4. LOCALIZACION AUTORADIDGRAFICA 

El principio d• ••ta t9cnica •• •l •igui.nt•• la alfa-DFf'KJ •• un 
inhibidor irr•v•raibl• qu• forma un •nlac• cov•l•nte ••P•cifico 
(7) con l• ODC cuando •• incub• con l• •nzima bajo condicione• 
qu• l• p•rmitan a ••t• d••carboxilar la droga. La •lfa-DFl'tO 
pen•tra f•cilment• d•ntro d• laa c•lula• cuando •• admini•tra a 
animal••· Por consigui•nte, la Unic• macromol•cula c•lular 
marcada cuando •• admimi•tra DFHO radioactiva, •• la ODC. 

Si lo• animal•• •• tratan con DFMO marcada ct4c-DFf'KJ) C4, J.0!5) y 
loa t•Jidoa •• fijan y lavan par• r•mov•r la dro;a, l• 
radioactividad r•aidual limita a la OCC utiliz•ndo•• para 
localizar la •nzima. 

Es pD•ibl• que la entrad• de la DFMD dentro de alguna• 
ocurra de un medo mas eMt•n•o que an otr••J •ato podria 
un reaultado parc1al baaado •n •l hecho d• qu• la •nzima 
campletam•nt• en c•lulas con una mayor ccncentraciOn del 
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inhibidor. Por tanto eGt3 pcsibil~d~d es regulada por 91 U90 de 
una concontr•ciOn de DFrlQ que neutrali:e toda la activi.dad de la 
enzima presente en al tejido en estudio. Hay una reaccion 
••toquiometrica de la DFMD con la en:ima por lo que esta •e 
inactiva irreversiblemen~e. Por tanto. todas las moleculas ae 
enzim• inact.ivadas estan marcadas; é:1.1ando se pier-de toda la 
actividad toda la en:ima se encuentra marcada. 

Este proceso se utiliza con pequeNas variaciones para otros 
t•Jido• di•tintas al ri.N6n de raton en lo• cuales pu•de llevarse 
acabo la d••cripcion in vivo de la CDC. 

La metodologia para efectuar asta tecnica es la siguientet 
]) Lo• ratones son anestesiados con 9tnr y los tejidos 

•• fijan por p•rfusiOn cardiaca con 10% de buffor neutro de 
formalina a una presiOn de 120 mmHg. 

2) Los tejidos son •~tirpados, fijado• y lavados por 
inmar•i6n por un minimo de tre• dias cambiando el fijador de do• 
a tres veces diarias. 

3) D•spués de fijars• los tejidos se cubren con cera de 
poli•ster y •• seccionan a 10..-m. 

4> Pari11 inve9t1i;ar la localizaci6n regional de ll• en:ima 
dentro del rif'l6n las seccicnes se e11ponen al ultraf1lm Lt<0 ( + ::H> 
en un cas••ttv de rayos X por cuatro semanil'ls a 4ºC, 

S> Las peliculas son ruvalad•• por cinco minutos en D-
19 CKodak>. Una ve: reveladas son examinadas para proporcionar 
una valaraci6h cualit~tiva de la locali:aci6n de la en:ima. Una 
valoraci6n cuantitativa pudiera obtenerse utili:ando lecturas 
densitamhtricas en un densimetra Tablas. 

El •ayer factor limitante de esta t•cnica es la 
pequ•ft• de l• CDC presente en las tejidos y 
••p•cific• d• l• DFMO radiactiva (el rihOn de rat6n 
unid•d•• por gramad• pesa hUmado de ODCJ. 

cantid•d tan 
la actividad 
contiene 4900 

L• ••vor vent•j• d• ••t• m•todo •• •u simplicidad ya qu• no 
r•qui•re r•activo• biaquimico• tales como anticuerpo• 
monoe•peclfico•• El ataque covalente de la DFMO • la proteina en 
lo• t•Jido• proporciona una ventaja dif•rent• permitiendo •l u•o 
de una metodologl• conv•ncional pari11 microscopia. 

Lo• re•ultada• obtenido• san totalmente adecuado• par• det•rminar 
Ja distribucibn de l• enzima d•ntro de los organelo• •ubcelul•r•• 
de una c•lula •imple. El procedimiento podrla aer tambi•n valio•o 
para •l •eguimi•nto de la degradaciOn d• la ODC, ya que se ha 
demo•trado que le en%ima inactivada can OFMO e• degradada in vivo 
por la miama rut• que l• en:ima nativ• debido a que e•t• tiene 
gran e•pecificidad por l• en:im• in vivo <100). 

El oran inconveniente d• eate proceao es que 1• incarporaci6n de 
1• 0Ft10 en la ODC requiere l• expoaicibn de la enzima bajo 
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condic ione'J an l !IS cual 1!'!1 &Sta es en:: ima t lc""men t:.e étC ti"fl. Ad~tn.!l:s, 
sblo una molecula de DFHO puede unir'!le por molé~ul• o subunidad 
d• COC.. La •n:1ma esta prosente en cili;un•'J celL\l.lls •n cantid~des 
muy peque~as y por consiguient• ea necesaria una actividad 
&speciTica •lta de la DFMO a fin de incor~or•r sufici&nte 
radioactividad ai:1n cuiando toda lc. en::im.a se inactiv•.. La O.OC es 
una en::ima muv labil y cor consiguiente~ sólo la ewposiciOn de la 
drog• •n svccion•• d• teJido recivnt91'11•nt• •i•l•d•• o la 
admini•tr•ciOn do la DFMO in vivo tienen •Mito. 

E•t• m•todo no pued• usarse para cuantificar la ODC •n ••tado d• 
inactividad critica (46>. 

2.2 .. S LOCALIZAClON HISTOQUIMIC.", DE LA ODC MEDIANTE UN INHIBIDOR 
SUICIDA COMO MARCADOR CITOOUIMICO DE LA ENZIMA 

La afinidad de identificar los constituyente• de proteina 
mar:ados en c~lulas viables con ligandos fluorescentes M~n ~!~= 
aMtunsamente usados P•r• estudiar los cambio• dinamices en la 
Jocalizacion, cantidad y regulaciOn de estas mol•culas in •itu .. 

E•te marcaJ• se h• llevado acabo por eJ 
fluor•scnnt•s y la distribuciOn de los 
r1tceptores de membrana han •ido estudiados .. 

uso de an•logos 
correspondientes 

Les estudios de Jas protein•s intracelul•res son ccmplicadcs por 
Ja •>tistenci• de una barrera de la membrana plasmi!ltica.. P•ra 
evitar ••t• problema han sidc utili:adas p•r• •studiar ~stas 
proteinas micrcinyecciones intr•celularas de protain•s marcad•s 
can lig•ndc• fluor•sc•nt•• dentro de l•• c•lulas vivas. Sin 

_emb•rgo, ••ta t•cnic• podri• ••r da~ina para l• c•lula. 

La h•bilidad de p•n•tracion d•l lig•ndo fluorescente marcado 
podria claram•nt• s•r una ;r•n vent•J• en e•tudios del 
comport•miRnto de prote1n•• intracelular•&• 

Un d•riv•do flucr••c•nt• d• m•totrenato ha sido recientament• 
de•arroll•do, el cu•l r•tiene las caracteri•tic•• inhibitcri•s 
p•r• la enzima, d•Shidratato reductasa, de este precursor 
insustituible. 

Ade~s, este inMibidor marcado puede ser transportado y 
acumul•r•• ••P•cificam•nte en c•lul•s viabl•B 1•• cuales 
conti.n•n 1• •nzim•. U••ndo un• via similar •• ha sinteti~ado un 
derivado fluor•scent• m•rcado (~cdaminaJ de la alla-DPHC. E•t• 
nuevo compuesto, el cu•l reti•ne m•• de las caracteristic•• 
inhibitori•s de la alfa-DFl'tO •• ha utilizado para l• locali::aciOn 
d• la ODC •n •9Ccione• de teJido. 

Este ·inhibidcr fluorescent• pu•da ser viauali.::ado dentro de 
c•lula• vi•ble• (99). 
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El m•t~do. prc:antaD~ ~or Silad y Gil•d~ se b••• •n la ~resancia 
d• l• c~r•cterist~ca eepccliica • 1rreversicle del inhibidor OFMO 
s•guido de la conJu9aciOn con moléculas marc•d•s. 

El inhibidor •• conjuga con la molécul• •luor•sc.nte rodamin•­
bet•-iscticcian~tc <4, 49> y la lccali:•cion del co•pleJo form•do 
•n secciones de t•Jido •• d•t•ctado dir•cta•ente por 
•lucresc.nci• citoquimica. Altern••tivam•nte l• alf•-DFMO se 
conjuga con biotina y su locali:ac~on citcquimica •• determina 
indir•ctam•nt• por su uni6n can avidina conjugada y 1• 
Vi•ualiz•ci6n d•l producto de r••cci6n d• la peroMidas• d• 
r•ti•no. 

Amb•s moleculas inhibidor•• fu•ron localizad•• con •~ita 
Citoqulmicamente d•ntrc d• cGlulas esp•cific•• d• cer•b•lc de 
rat• C24, 105) en higado d• rata s99uido d• una inyecci6n d• 
tioacetamid• dond• la actividad de la CDC •• int•n•ifica 

Esta t*<:nica 
1) 

21 
31 

localizaci6n 

••ria d• •plicaci6n general1 
En otros tejiDos, 
Para otr•• en:1ma• y, 

En estudios d• micrcsccpla 
ultraestructural de la •n:ima. 

•lectrt:inica 

Hay des m~todos para la localizacit:in citoquimicaa 

•• 
l> El ,...todo dir•cto utiliza un •arcador flucr••c.nt• 

<por ~J•mplo rcdamina> y, 
2) El .. todo indir.cto que •• b••• •n la oran 

e•pecificidad y la uni6n fuerte d• avidina a biolina qu• •• •l 
li•it•nt• d•l inhibidor. 

Utilizando •l .. todo dir1tetc l• localizaci&n d•l inhibidor e• 
indic•da in.-.di•ta-.nt• par 1• fluor .. c.nci• del .. rc•dor. 

El .. todo indirmcto •• basa .,, la localizacietn d•l producto d• la 
r•accit:in de una ..,zi•• (par •j .. plo percxid••a d• r•bano) la cual 
•• conjuga a la IM>l~ula d• •vidina y ••t• producto •.tlala 
indir9Ctalftertt• la localizaciOn d•l inhibidor. 

La .. tcdclaola •• la •i;ui•nt•1 •• utilizan rata• blanca• d• la 
C•P• Wiatar con un peao entr• 300-320 Q d'"dol•• aou• y COMida ad 
libitu~. Se aanti..,•n a 250C durante 12 hOraa con luz tenue. S. 
l•• iny•cta tioacetamida intrap•riton••llftent• <150.o/kQ> y 20 
hora• de•pu.. lo• anim•l•• ae preparan para el ••tudio 
citoqul•ico d• l• O inducida •n el hlgado. 

Para la citoqul•ica d•l c•r•bro, la• rat•• •an perfundidaa a 
trav•• d•l corazt:in con una aoluciOn aalina d• buff•r de fa.fato 
(pH 7.4> conteniendo sacaroaa 0.32" CP8B>, a.QUido de una 
•oluciOn fijadora d• PBS conteniendo 1.257. d• olutaraldehldo V 1~ 
d• for•aldehido. Les c•r•bros •e sttecicnan, el c•r•belo •e di•ec• 
y poaterior~ent• se fija en 1• soluciOn fijador• frla par una • 
de• haraa. 
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Para la cio;oqL!im.ica del hi.gado lo!ii!l reta"J p~rfundidag c-;:in F-SS '" 
las secciones de higa~c Qe fijan en l~ solucicn TiJ•dora e~ PES 
como se da•cribio anteriormente. 

Una ve: fijados los tejidos se cortan y ccn9elan en secc.icnes de 
15 a 25 ~ m. Estas secciones se cclcce.n an un por-t.:1100Jetoll 
cubierto con una capa da grenet1n.i1 CO.:SY. P/V en a9t.1._) sac• 
completamente bajo una corriente de aire, y después se tiñen. 

M&tcdo dir-ectc. Citoqu1mica Tluorescente. 

Las secciones se lavan brevemente an PBS, se incuban en una 
c•mara húmeda de una a dos hora• a 37°C con una tincion <10-so...--M 
de inhibidor Crodamina) en PBS> conteniendo iosiato da piridoxal 
60,,>' M, •e lavan nuevamente con F95 y •e mentan en glicerol1 PBS, 
pH 7.2 C4:1 V/V), 

Las secciones !!le !:>bservan con ilumin.:\ciOn de lu-:: incident~ <:''!' 

microscopio fluorescente ut.ili:ando el obJ•tivo como un 
conden••dor en un microscopio Zei~=· 

Metodo indirecto. Citoquimica biotina-avidina. 

Las secciones se lavan como se de•cribiO anteriormente y se 
incuban con el inhibidor de biotina <10-so,,.,.M en PBS> por una a 
do• hora• a 370c en peroMidaaa-avidina <0.2:5-0.75 mg/ml en P&SJ, 
•n POS conteniendo O.O:SY. dw clorhidrato de terdiaminoben=idina y 
0.02% de H~O¿ por cinco a tr•inta ~inuto• y montada en resina. 
Lo• t•Jidoa •• lavan con P95 •n cada pa•o. 

Lo• portaobjeto• ~•hidos por la re•ccién catali2ada por la 
peroMidasa •• •xaminan al eicroecopio. 

Para ambaa t6cnicae la• foto• en blanco y n1tgro •e toman en Koda,k 
Tri-X400 ASA y la• Totograiia• en color •n Kodak Ektachrome 200 
ASA <24>. ~· 

t 
S• ha cue•tionado la validez del m•todo de locali:aciOn 
histoquimica iluor••c•nte ya que no •• claro como el complejo de 
la DFMO con rodamina o biotina r•acciona con la an:ima, ya que la 
ODC no reconoce •ustratoa con grupos amino bloqueado~ l4, 48) y 
la r•acciOn entre la enzima y esto• complejos ocurr• 
aparent•m•nt• en eeccion•s •n las cual•• el t•jido •• ha fijado 
con iormald•hido o glutaraldehido. 

No hay informaci6n diwponible •obre las estructuras quimicaa d• 
lo• complejo•, ••tequiomwtria de •U reacci6n con la ODC o la 
••P•ciiicidad de los mismos (48), 

Un• vran desventaja de ••ta t•cnica es el hecho de que ea 
dependiente de la pr•••rvaci6n de la activid•d d• la •n:ima en la 
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!lacc:io., de '!.!!Jido lóJ.• y sólo puede usar'3e para la lcc:;llli.::aciOn 
in vit.ro oo l.!11 en%ima. La espec:.if-icid.3d de les anticuerpos usadas 
~ar• esta tecnica r9presenta otro problemA <105). 

La EU1.ttosa locali=.ac.iOn c1toquirnl.Ct\ de la OOC utili.::ando esta 
t&cnica tendria l.mportantes aolicaciones para los biO!ogos. 
Primero, por )d ut1li.::aci6n de inh1bidares irreversibles da la 
enzima altamente especificas para. SLI laccll.1..::acion, lo que permite 
su uso para v•lidar la espucificl.dad d• la loc•li.::aci~n 
inmunocitoquim1ca cuando los anticuerpos contra las 
corres pon di en tes en.::iinas se encuirn tren disponibles. Segundo, otros 
inhibidorea alfa amino fluorometilados de amino•cido 
desc.arboMilasas se encuent:ran ahorli' dl.sponibles y este método 
serla rápidamente aplicable para otras en.::imas. Tercero. ul papel 
de la• poliamin•s en el crecimiento del tejida y •U reacciOn a 
varios estimules hormonales hace que la Jocal1.::aciOn citoqulmica 
de la ODC sea m~s l.mportante. Cuatro, el papel d~ la ODC en el 
crecimiento neuronal y en la re~eneracion del nervio hace que 
•ata tecnica sea de apl1cac1on inmediata C~4>. 

2.2.6. LOCALlZACION HICROAUTORADIOGRAFICA DE LA ODC EN ANIMALES 
INTACTOS 

Lo• alfa-halom•til amino~cidos act~an como inhibidor•• 
irreversibles de las aminoácido- desc•rbaNila9as dep•ndientes de 
fosfato de piridollal. Estos inhibidores son moléculas 
relativamente no reactivas, con estructura similar al sustrato, 
que reaccionan con •l sitio activo de la en:ima. Oaspu6s •• 
convierten a •specie• r•activas las cuales pu•den formar un 
•nl•c• c:oval•nt• con un grupo funcional del sitio activo d• Ja 
enzima produciendo •u inactivaci6n. Entone••, l• ••pecificid•d d• 
••toa inhibidor•• no aOlament• esta basada •n su •imilitud ccn 
loa •Ustratos, •ino tambi•n ccm el mecanismo de acc16n d• Ja 
•nZima Ja cual implica un alto grado d• ••l•ctividad. 

La habilidad d• loa inhibidores irreversibles de la enzima •• 
apta para provirer una •apecificidad y un medio preciso para la 
local~%aciOn d• las en:ima• in vitre como in viva. 

E•ta t•cnica •• baso en la aiguiente matodolooia1 se utilizaren 
ratones machos d• la cepa NMRJ fcon paso d• cerca de 30 o> a les 
que se l•a di6 comida y agua ad libitum. Cuatro aeman•• ante~ del 
•"perimanto se les •uministrO fenpropianato n•ndrolona <la 
nandrolona es un astirraide anábolico> suspendido en aceite de 
arachi• e 100 _p g/SO ~ J > • inyectado• durante cuatro d!a• e JOO 
g/ratOn/dia). Los controles recibieron un volumen equival•nte da 
aceit• de arachts. 

l>AUTORAOJOGRAFIA DE ANIMALES INTACTOS 

Loa ratones control•• y loa tr•tadoa con nandrolona •e iny•ctan 
por vift intrav•nO•• con 100 Ci 3H-alf•-DFMO •n 0.2 ml d• NaCl •l 
0.9r.. Los r•ton•• •• •acrific•n cuatro horas d•aµu•• de las 
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iny9ccionet! pcir i'IS?.i.)<J.'9 ccin t:ú.t. , seo ,-11a~ ..?'""· ge-!. de 
c.J.rbo,:.i.metilcelulcs.Jo Y !!e !lumergen en dJ.o~ido de c.,.,...oon~n-l":eli'ano 
trio <-79 ºCJ. Se cortan secciones sagitalment:e de- .:•) /1 m 
completamente con9eladas con un microtomo a -1s0c. v se orocesan, 
de acuerdo a Ullberg <105). 

Se toman secciones de cada rat6n sec~noOlas y ccngelánaol~s. Para 
locali:ar la banda radioactiva en &l tejido la secci6n se lava 
sucesivamente con ~cido tricloroacético CTCA) ~l 5?. en agud, 
m•tanol y haptano por O.S minutos, respectivamente. Las secciones 
•• secan y colocan sobre una peliculft de rftyos t Junto con las 
seccion•B advacentes. EJ tiempo de exposicion es de die: minutos. 

2J MICRCAUTORAOIOGRAFIA 

Los ratones controles y Jos tratados con nandrclcna se inyectan 
por vía intravenosa con 100,..-c.1. 3H-alfa-OFNO, Los ratones se 
sacrifican cuatro horas despL1Ps y las pie:as de ril"lontt!l r"l!'movid•• 
•• fijan en formaldehido al 4'l. en bu~fer de fosfato fpH 7.o>. 
Después de <f.ijarse, los teJidcs se de$1':idratan ccn atanul 
incluy•n en parafina. Se marcan secciones de ~.....,.m, se cortan y 
montan en un portaobjetos. Despu•s d~ Ja deparafini:aciOn de la3 
seccione• en etanol, lo• portaobjetos se rocian con una emulsiOn 
liquida de NTB2 <kodak-Eantmanl y se almacenan por cuatro somana~ 
• 4oc. Despu@s de la eKposición, los portaobjetos son te~idos con 
haematoMilin-eosina. Se asume qu• los microautoradio9ramas hecho• 
bajo estas condiciones son correctas en las eacciones de tejido 
pr•••nt•ndose una b•nda radiactiva. 

Esta técnica representa una nu•v• apro~imacion para mostrar la 
microlocalización de una en:ima in vivo en un animal intacto 
(10~). 

A trav•• de los diversos m•todos de Jocali:ación de la •nzim• se 
ha obtenido 1• •iguient• informaciOn1 

1) La locali:ación inmunocitoquimica de l• ODC en ri~on 
de rata tratado con te•to•t•rona demuestra que Ja mayor part~, 
sino toda, ••ta Jocali:ada en la parte cttopl••mica de las 
c•lula• C4, 61 de la parte cortical. En ovario• de ratas trat-.,das 
con HGC (gonadotropina corionica humana>, la ODC se locali:• en 
la capa que rod•a lo• foliculos y en el teJido de l• glandula 
inter•tici•l del ovario (4). 

2> La locali:ación autoradiogr~fica de la en:ima ha 
p•rmitido d•mo•tr•r que la m•yor parte de l• ODC inducida con 
•ndrbgenc• •n el rihon de raton •• •ncuentr• •n •l citopl•sma d• 
l•s c•lul•s d• lo• t~bulos prcxi~ales, y en algunos gr~nulo• en 
•l n~cl•c fabn cuando l• resolución del método no es suficiente) 
(4, 7, 49, JOó). 

3> L• t•cnica de locali:aciOn histoquimica fluorescente 
ha permitido demostrar la presencia d• Ja OOC en la capa granular 
int•rna del cervbulo d~ rat6n {24>. 

4J La t•cnica d9 mícroautoradiografia nos p•rmite 
r•aliz•r una locali:aciOn muy d•tallad~ de Ja ODC •n ri~On do 
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rat6n enccn~r~ndose en la~ asas Ce~ce~dient~s de Henla y ~n los 
túbulo• prouimales tlOS>. 

2.1. 7. ESTUDIOS PRELIMIMARES 
CUAMTITAT?VO DE LA CDC 

FARA UN l'IETODO CITOCIUIMICO 

En la citcquimica normal, la activid~d de una en:ima tal come une 
Tosfatasa e descarbcu1ilasa podria medirse por pr&cipitaci6n de 
1.1na liberaciOn de di6>1ido de carbone o de Tosfato. Con c:uid,.do el 
ion precipitado podria ser secuestrado del sitio activo de la 
en::ima. 

La locali::•ci6n 
tt!cnicas t•nt:o 
lo• cuales son 
actividad. 

de la en::ima no es el interés prim .. rio de ·tales 
como los productos de l• actividad de la •n::im• 
retenidos dentro de la célula qu• contiene esa 

Sin embargo. una seri• de procedimientos han sirjo da••rrollados 
con el proposito de detener el movimiento de en::ima• "solubles". 
Eatos incluyen Vi9B de congelación y secci6n de tejidos, secado 
instant~neo de las secciones, el uso de astabili::~dores 
colidale• inertes para proteger las ~ecciones, e int•rrupción de la 
diTusi6n durante la reacción cromogénica. 

Fue •ncontrado por Frost que el plomo en 
hidraxii•obutirato de plomo, es suficientement• 
inhibe a la en:ima, p•ro podria ser precipitado, 
como carbonato de plomo, pero con COL en valores de 
Este, por consiguiente, podria actuar como 
pr•cipitant•. 

Todas l•• solucion•n han •ido preparadas •n •9ua 
cuidando de no introducir otra• iones que pudieran 
•Hito contra el hidroxiisobutirato de plomo. 

la Terma de 
quelado y no 
ap•r•nt•m•nt• 
pH neutratee. 

el agente 

libre d• CO& 
co111petir con 

El m&todo provi•ional, pr•••nt•do • continuaci6n, parece producir 
una estimación cuantitativa de l• actividad de la ODC •n tejido•• 
mo•tr•ndo una inhibición con •lTa-DFHO, y ••timulaciOn por 
hormonas relevantes en tejidotS como respuesta • ••tas hormonas. 

Sin embargo. el método no este tarmin•do porque con los tiempos 
prolongados de reacción, la locali::aci6n natural e intracelular 
de loa producto• de reacción cambia. Esto podria d•berse a la 
form .. ción de un pr•cipitado complejo conten~endo •l bicarbonato 
de plomo m~• •Dluble. 

F'.:i.~a tcdc eoo:;t= lt'. m!!'o:!io:::i6ri d"' 1 .. ,.,..t1.,id-!'lt:f t-:it:.-.J r><:i'" t""""'lnl,. 
incrementa linealmente con el tiempo, aparte de la locali::ación 
del plomo precipitada. El carbonato de plomo es convertido al 
sulTuro de plomo caié-negro el cual es cuantificado por 
microdensitometria. 

Para la preparación del medio de reacción toda• las soluciones 
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requi.eren i:ie .aq1..•a li.:::ire de- CDa. , P11ra. tres vcl.:!mer>•-"'l •:Je.- eoo.,••<!r ce 
trietanolaml.n~ i:•,:!f"!, • cH 9.1..•, conteniendo 4t.:•% G04l14V ;:¡r:io_, ce 
alcohol polivinili.co lPIJA> se ot.t'!ade 1.1n yolumc" de 9alucJ.r.in de 
hidrcxiiscbutirato de plomo < 17.S5Y. Pb); L-crnitini'I, 3.4 mgtml J 
piridaxal-5'-fcsfato 0.62 mg/ml; O,L ditiatreitol. 0,08 mg/mlJ 
L-P-brcmotetrami:ola, o.is mg/ml <para inhibir la actividad de la 
festas• alcalinai. El pH final debera ser ajustado, si es 
nec•saric, a 7.1. Despu~s de incuba~~e las seccione~ e~ este 
medie de re•cci6n, ~e requiere un preenju~~e para remr.iv@~ l~ 
colcracibn r•eidual, posiblemente causada por foefatcs libres en, 
o elgo similar, las seccion•s, por el estabili:ador. ~l 
pr•enJua9a consiste de buffer de trietanclamina 0.2M, pH e.o, 
conteniendo 207. G04/140 PVA, El pH final es 7.1. Este medio es 
puesto dentro d• anillos d• plexigl~s y dejados por 10 minutes a 
37oc después de e5te tiempo este &e absorbe y se reemplaza por al 
medio d• reacciOn (114>. 

El procedimiento es el si9uiante (114)1 
1) Incubar en el medio a 37ºC (las secciones cortadas 

de rihOn d• rata ne tratad•s pcdrian requel'"l.r de lt) a 30 
ntinutos), 

2> Lavar en agua libr• de CO& , 
3> Sum•rgir en una •oluciOn ecuo•• al 0.5~ de sulfato 

de amonio <un minuto), 
4) Enjuagar en agua de•tilada. 
~) Colocar.en un medie b•sicc acuosa (por ejemplo el 

••dio Farr•nt>. 
6) Reali=ar l• mediciOn •n un micrcdensitOmetro a 580 

nm, 
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C~FlTUL.0 111. AISLAMil!NTO Y PURIFICACION 

~~ OPC es una en:ima que esta presente en la mayor parte de las 
celula~ y su actividad se puede inducir por e•ectc de varias 
orogas quo estimulan el crecimiento asl cerno por la 
administración de varias hormonas. Enta ventaja se ha utili:ado 
para lograr obtener cantidades que permiten su manipulación le 
que a su ve:: ha posibilitado su aislamiento y purificación d• 
diferentes fuentes. 

~.l PURIFICACION 

La ccmbinaciOn de una concentración baja de OOC Juntn con su 
inestabilidad, en eMtractos crudos dificulta au purificación. El 
use de reactives tiol y detergentes ne ionices aumentan su 
estabilidad, mientras que el descubrimiento de la e~timulación 
m~Mima de la actividad de la ODC por andrógeno• en ri~ón dv 
ra~án ha dado las bases para lograr su reciente purificación. 

Janne y Williams-Ashman en 1971 utili:aron la próstata ventral d• 
rata pare una purificación de la ODC 300 veces. Comen:ando con 
una ultracentrifugación <actividad especifica, 0.03 nmol 
CO&/min/mg de prot•ina> y utilizando ditiotreitol ~mH •n todas 
•olucicnes, legraron una acti~idad e•pec1fic• de 0.01 ~ mol•• 
COa/min/mg d• prot•in•. 

El h1g•do d• r•ta r•g•nerado fue utilizado par• un• purificaciOn 
de 175 veces. La ODC fue ua•d• • •u vez para inducir anticuerpo• 
•n un conejo. Va que l• actividad .1 principio de l• 
ultrecentrifugación fue d• 0.02 nmol CO&lmin/mg d• proteina, la 
actividad ••P•cifica de l• preparación fue solo o.003.,,-11101 
CD&lmin/mg de prot•ina. L• vent•J• d• utilizar lo• higado• ••• 
grand•• en Jugar d• la gl•ndula pro•t•tica como fuente de DDC ha 
•ido utilizada y •• prefiere inducir la ODC hep•tic• con 
tioacetamida a re•lizar una hepatectDfl'li• parcial. 

Ona et •l obtuvieron un cito•ol con un• actividad ••p•cifica d• 
0.036 nmol/~in/mg d• prot•Jna y por el uso de diferentes P••o• 
de precipitación i•o•l•ctric•, cromatogr•fia en columna d• DEAE­
celulo•a, filtración en g•l y centrifugación por gradiente de 
densidad, logr•ron una purificación de ~400 ~·e•• <Tabla 3.t>. 

La ODC obtenida 
cromatografia de 
••p•cificas alt•s 

por •st• procedimiento, cuando 
afinidad, da preparacian•• con 
CTabla 3.1> 

•• •O•ete a 
actividades 

Fuent•• rica• de ODC de mam1fero•<....._ lnmol/min/m; d• prot•ina> 
•• encontraron en eMtractos de ovarios inmaduros de rata 
estimulados por euerc de yegua embar•:•da y hormona lut•ini:•nte 
o gonadotropine coriónica humana CHGCJ. 

Simult•neam•nt•, la• ODCs de tipo bacteriano y fun;ica comenzaron 
a purificar••· L•• enzima• de Esch•richi• coli CT•bla 3.J>, 
muestran actividad•• ••p•cifica• mucho m•s grande• que las 
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correspondientes a mamiieros. 

La ODC biosintetica de Escherichia coli libera 99,...mol CO&,min,mg 
de protuina mientras que la ODC biodegradativa alcanza una 
clctividad especifica de 130..Jf.lhOl/min/mg de proteina. 

La en;:ima biodegradativa C1parentemente homogoneai i'L1e purificada 
en dos pasos Ctratamiento con suliato de protamina seguida por un 
fraccionamiento con sulfato de amoniol siendo posible por la 
actividad especi<fica eHtremadamente alta (9.3......,imol CO&,min/m9 de 
proteina) de Ja solución de sobrenedante de :SSOOl)g de Esch•l"'ichi• 
coli induciendo su crecimiento en un medio rico en amino~cidos ~ 
un pH bajo. 

Una actividad especifica igualmente alta de JSO .... mol/min,mg de 
protei~~ fue encontrada para la ODC eHtraida de Lactobacillus sp 
30a. Esta purificac~On ccmien;:a de un polvo de acetona de una 
fracciOn de sobrenadante de 809 (actividad JO _,.mol,mil"'t/m; -­
prot•ina) de células cultivadas en ornitina para la maHima 
inducciOn de DDC. La en~ima fue purificada a homogeneidad 
aparent•• visuali;:ada por microscopia electrónica y cristali~ada 
como agujas P•QUD~es. En contraste a la actividad eHtremadamente 
alta de la ODC bacteriana, las ODC• fóngica~ purificadas mu~~tran 
actividade• c•rcanas a las ODCs de mamiferos cuya purificación 
fu• descrita anteriormente. 

En 1976 Mitch•ll et •l purificaron la ODC del hongo 
polYc•phalu. 500 veces, para un• actividad ••P•Cifica 
mol/min/11tg de proteine. 

Physaru111 
ce l • 91 

En 1981• un• pr•p•l"'•ciOn epar19ntement• homog•nea de OOC de Ja 
l•vadur• Sacctw.ro.yc•• c•r•vi•i•• produjo una actividad 
••pttcific• d• o.s.,.mol/min/mg de prctetn• d• un• activid•d al 
principio •n l• •oluci6n de •obrenadante de 20009 de o.~ 
raol/min/mg d• proteina. 

Tambi•n en 1981, •l higado d• l"'ata tratado con tioacetamid•. 
produjo DDC <actividad ••P•Cifica. J.04J11mol/in.uu111g u ... protEf'ina> 
l• cual fue ••t•biliz8d• por Ja •dicibn deJ detergente no ionice 
Tween BO <O • .tX> o glice..-ol al 507.. Milla de un o..-den de magnitud par 
arriba de la actividad especifica C19 ... mol"min"'mg de proteinaJ 
con un BY. d• r-.idimi•nto fue logrado por Kameji et al quien 
duplico la actividad especifica de su material inicial por •l usa 
del acido DL-alfa-hidrazino-delta-aminovalerico inhibidal"' d• la 
ODC y un seHto pa•o de purificaci6n incluyendo dos eirposicione• a 
heparin-sufaro••· 

La pu..-ificaci6n de ..-i~ón de rata inducido con andrógenos en 
p..-•aencia de un detergente na ionice permiten a Per~son alcan:ar 
una actividad ••pecifica de ~3_..-mol/min,m9 de prcteina, mas alta 
qu• cualquier ODC eucariOtica. Este procedimi~nto consta de una 
procipitaciOn con sulfato de amonio, cromatogr~fia can DEAE 
celulo•a.crcmatogralia de •finidad ~n agarcsa de piridoxamina-s-
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~os•~to y cromatogr~fia en gel de exclusion, lo~ pasos 
posterJ.ores requJ.eoren de O.O:?:Y. de Brij 35 para la estabilidad. 

L~ ~ctividad especifica rebasa la predicha par~ la ODC de ri~ón 
por su enlace con el inhibJ.dor irreversible c14c)-DFMO (114). 

~.1.1 PURIFJCACION DE LA ODC DE E•cherichi• coli. 

Para la purificación de l• ODC biosint*tica de E•cherichia coli 
•a utili:a una cepa de E. coli UW44<ATCC 27549) que crece a una 
temperatura de 37oc. con aeracJ.on, en medio 63 suplementado con 
elementos tra:a, U.2'l. de glucosa y O.OSY. de •Wtracto de levadura. 
Después de pasar la fase logaritmica <A540m1.2> las c•lulae •on 
recolectadas, l~vadas en cloruro de sodio al 0.9Y. y almacenadas a 
-20 oc. El rendimiento celular es generalmente de 150-200 gramos 
de peso neto de cien litros do cultivo. 

Despu•s se reali:an los si9uimntes pasos de purificación 
determinando la actividad e•pecifica en cada une <Tabla 3.2)(40>1 

1> Extracto crudo 
2> Precipitación con estreptomicina 
3> Fraccionamiento con sulfato de amonio 
4) Tratamiento con calor 
5) Cromatografi• de hidrowiapatita 
6) Filtración en gel sefadex G-200 
7> Crcmato9rafia en DEAE-sefad•M A-25 

Se esti•a que la purificeción de un kilogremo de c•lule• •• cerce 
del S:5X. 

En la purific•ción de le ODC.biod•gradativa de E. coli ••inocule 
un litro d• medio 63 auplementedo con •l••entos traza, o.2X de 
gluco•• y O.OS'l. de eKtracto de l•vadura • 37oc con aeración. E•t• 
•u•pen•ibn inoculed• se •Jade a di•z litro• de m•dio inductor (IX 
d• caldo nutritivo, O.OSY. de •ulfato d• amonio, O.lX de cloruro 
de sodio, 0.17. de K2HP04 , O.OSX de citrato de •odio y O.BY. d• L­
crnitina, ajuet•do a un pH de S.2) y permite el creci•iento ein 
aeración por •iete hora• a 37oc. Las cftlul•• •• lavan con cloruro 
d• sodio al o.9Y. y utilizadas inmediatamente para la 
purificación. 

En cada pase de 
d• la enzima. 
(40>• 

purificil!llción se determina la activid•d ••pacifica 
Lo• pa•c• a seguir •en loe •iQUi•nt•• <Tabla 3.2> 

1) EHtracto crudo 
2) Pr•cipiteción con •ulfato d• protamina 
3) Fr•ccion•miento con sulfato de amonio 

~.1.2 PURIFICACION DE LA ODC DE Saccharomyces cer•vi•iae. 

Se prep~r• un medio qu• ccnti•ne 2% de deHtroaa, 'o.7X de l•v•dura 
base nitró9•no sin •minc•cidos<Difco>, O.OOSY. de adenine y 
0.02SY. de trecnina. El pH se ajusta a 7 con K2HP04. La cepa •P•2-
4 de Saccharomyces cerevisiae crece •n este medio en un 
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~e,.111en":.111:c,- =~ cian litr•o!l a ~GºC :on a~--3Cl.!:11'1 "'.l.:J::),.O~lt. L..,\s 
cel1.:liu! ser. r9c-:gidas a A!=50nm de......, ~.o. 

En C""d" ¡::iauo da purificación sv determina 111 act.:.•1idad 
esp•cifica. Lo~ oa•os son lo~ ~iquiontes <Taola ~.21 C41, 11=> 
Trascient::is 9r=i.mo9 de células son suspendidos en tras volümenes 
de Trie-HCl .::1,1,">:!SM, pH 7.6, contaniendo ditieotre1tol SmH, MgCl 
lmM y EDT"i O. lmM y '!11! provoca su ruptura a 1aoo..-~ psi. La 
9USP•~SiOn r~9ultante es c~ntrifugada por treinta minuto• • 
:?001)0g. 

l> Fraccionamiento con sulfato de amonio, 
2) Cromatogr•fi• DE-~2 
~) Crcmatografia •n s&facril S-200 
41 Crcmatogr•fia •n fenil-sefarosa. 

Se h6 uti!i:ado Phy••rum polyc•Ph•lum~ sublinea M3CtVIII>, 
inoculaco en lote• de quince litros en un f•rment•Oor de 
veintiocho litros, El m•dio sa inocula con tra•cientos mililitro• 
de cultivo& de microplasmodia •n la fase logaritmic• P•rmiti•ndo 
•u crecim1ento por cuatro dias a =a 0 c con agitación constante • 
ci•n rpm y aerac1on d• cuatro litros por minuto. 

L• microplasmodia r••ultante se removio d•l m•dio de cultivo por 
centrifugación • 400 9 par 60 ••gundoa y lavada• con N•Cl 40mM. 
El m•teri•l d• l•v•do •• homog•ini:a despu•• en •cetona • O 0 c 
s90uido por c•ntrifugaciOn a 600 g por cinco minutos, 

Lo• paaoa de purific•ciOn aon lo• siguient•• <Tabla 3.2>(42>• 
1) Laa c•lula• precipit•da• con acetona cant•ni•ndo 2.SQ 

d• prate1na fueron •u•p•ndid•• en cinco litros d• fo•f•to d• 
pot•aio frie o.051't (pH 7.4> conteni•nda NaL EDTA 0.5 ml't, 2-
m•rcaptoetanal 15 mH, fo•fato d• piridaxal 20_,.aaH y N•N3 al o.12x 
<plv>. El material in•oluble fu• centrifugado por cinco minuto•• 
300 9. La su•p•n•iOn d• •n~tma reaultant• fue filtr•d•• 

2> DEAE-celulo•• 
3) Sefacril S-300 
4> DEAE-Sefac•l 
~> Ultrogel Ac:A-34 
6> Hidroxiapatit• 

~.1.4 PURlFICACION 
TlOACETAMlDA 

DE LA ODC DE HIGADO DE TERNERA TRATADO CON 

Todo• lea pa•os d• purificación •• ll•varcn •c•bc • 4 oc, El 
h19ado < ..... aoo-12000 g de P••O neto> ••t~muladc con tia•c•tamida 
fue homo9en•i~ado •n daa valum•n•• d• buffer d• purific•ci6n 
cont•ni•ndo d~titreitol 0,5 mM, EDTA (1,1 mM y fluoruro d• 
f•nilm•tanosulfcnil l mM en cuatro lotes. L•• cubas libr•• del 
buffer •• ~ncluy•ron •n la ruptura del tejida par• mant•n•r una 
t•mP•r•tur• baja, El homog•n•i:ado fue c•ntrifugado a 4000 9 par 
30 minuto• y •1 aobrenadant• fue filtrado (13), 
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Len poiHJOB ae p1.1r-1TJ.c..,.cJ.on '!li:r'I CT!l':lla 3.~) i i:;>: 
l J Cromatoi;ra ¡.1., do J.ntercanoJ.o ión1co util l.:andc DE'AE'.-

Setacl!tl. 
2> Cro111atagr-aTia en Ultrcgel 1-1cA 44 
~) Cromatcgr-af1a en nJ.or-cY.iapatita 
4> ElectrctoresJ.s en gal 
5) Crcmatogr-~fia da ;rucos tiol covalentomente unJ.doa 

3.1.~ PURIFICACION DE LA ODC DE HlGADO DE RATA TRATADO CON TIOACETAMIDA 

Los pa5cs de purificación son los !l!"iguientes (Tabl~ 'j.~I (15. 44)1 
1) E~tr-actc crudo. El higado se homo9~1niza can des 

volumenes de sacarosa 0.2M. buffer Tris-HCl =s mM, ditiotreitol 
1mM y EDTA (pH 7.5) 0.1 mM. La me:cla homogenea se centrifuga a 
1:5000 g por 15 minutos y el sobrenadante 5e re'centrifuga a 10700 
g por una hora. 

~) Crcmatcgr-afia en DEAE-celulosa 
3) Pir-idoHamJ.na fosfato-dipr-opiltriamina-sefarosa 
4) Heparina-sefarosa 
51 PiridcttamJ.na fcgfatc-sefarosa 
6) Segunda Hepar-ina-sefarosa 

3.1.6 PURlFICACION DE ODC DE RIÑÓN DE RATON 

El ri~ón de ratón tratado con testosterona es purificado mediante 
el siguiente procedimiento <:?i 14) CTabla 3.2>: 

1) Precip1tación ~cida 
2> Filtración en gel SefadeM G 150 Superfino 
3) Cremato9rafia d• intercambie ionice U•ando DEAE­

Sefadex A-SO 
4> Cromatografia de afinidad en piridottamina S' fosfato 

unida a Q•l d• agaresa activado 

El rir'YOn de 
pur-ificado 

1l 
2> 
3> 
•> 
5) 

raton estimulado con propianato d~ testost•rona es 
m•diant• el si9u1ente proc•dimi•nto C45) (Tabla 3.~,, 
InducciOn de la en~1ma y la preparación d• entracto• 
Fraccionamiento con a1.1lfate d• amonio 
Crematogr•f!a en DEAE-celulosa 
Cromatograf!a de afinidad en agarosa de piridenamina 
s· foafato 
FiltraciOn •n gel 

3.2 ESTIHACION DE LA PUREZA 

La •nzima purifJ.cada es ensayada para estimar •u pure:a por los 
•iguientes métodos ( 15, 44): 

J) Electrcforeais en gel de SDS-poliacr-ilamida 
2) Tecni.ca de doble difusión di! Ouchterlony 
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Alicuotas de la ODC purif.1.C.!.da C!!- .=-nvs..J!'"um polycephalum is-10 9 
·o~ croteina1 s• d!ali:aron e~h~ustiuament~ centra agua destiladd 
a 4°C. lio•ol.i~~das v eventualmente suscendidas en 100 de buffer 
305 (dodacil sulfato.de so:::1ic.1 iTr.i!! óZ.'5 mM. pH 6.t3, 17. de 2-
mlPrt:aptoetanol ~ •).S'l. de SDS v 11;,car-;:isa 1;>.:?SM). Estas muestras 
junto con eSJtandares de P'!'iO molecular OH>r'·oc1adc .fLt~l'"On 90ml'l'tidas 
a electrciores1s en bloques term1nales de geles de acri!amida al 
lOO'l. a 30 mA y eventualmente tel"lidos con a:ul brilli\nte R-250. El 
material tehidc apar-ece cama tina !::anda aencilla a un Mr- de 520001 
ain embargo aparecen bandas claras a un Mr de 4800ú, 68000 y •n 
la región de 850ó0 C4~J. 

La pL1re::a de la ODC de 
por electroforesis en 
presencia de SOS (44), 

higada de rata tratado 
~el de poliacrilamida 

~en tiaacetamida 
&n .!'ILl'!l&ncia y en 

La OOC purificada a homogeneidad apar9nte de higado de rata 
tr,pitadc con tioacetamida fue sametioa a una electroior~sis en gel 
de poliacrilamida y teNida despwés con a:ul brillante. La 
absorbanc1a de la banda de la en:ima se compara con las bandas de 
albUmina ser-ica. 

~a ODC anali:ada por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, 
da una sol• banda de Mr 50000 (Figura 3,1).( cerca de 1..-g de la 
en:ima purificad• incubada can DLC 14c)DFNO s_....M a ~7°c por 60 
minutos). M•s del 99~ de la actividad de ta en:ima fue inactivada 
por este rpccedimienta. Det1pLU!•t1 de la incubacion, la vn:ima se 
mete dir•ctamente a la electroforesis en gel de SDS­
poliacr-i l•mida. 

Come se mu•Btra •n la figura ~-1 ~ la radioactividad migra con un 
pico único que coincide con la banda de proteina de Mr ~0000 
(3). 

La en:ima fue purificada cas1 a homogeneidad par los crit•rios 
siguient•• C 15> 1 

t> La •n:ima da una sola banda cuando •• pruaba por 
el•ctrofore•i• en gel de pcliacrilam1da-SDS CFigura 3.2). Aunque 
unas bandas dttbiles de contaminantes p1.1eden obuervarse con un 
an,lisis cuidadoso. La cantidad total de las mismas se calcula •n 
menos del 3~ por un densitograma del gel. 

prueba 
varias 
en:ima 

2> La en:im<!I da L•na sola banda de pr-oteina cuando se 
por electrofcres1s en gel de pol1acrilamida sin SDS a 
concentraciones del gel, y el p1co d• la actividad de la 

coincide con la banda de proteina (Figura 3.3>. 

La electroforesis en disco de gel de la en:ima pur-iiicad• de 
rihón de ratón tratado con testosterona revela Llnft banda s1mple 
de pr-ote1na (14). 

~· 
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•sa. 3.& Bllndaa de preo1p1tac1en d• l• oDC obt•nid•• por la 
i.cutca de taaunodifuaten de Ouchterlony C15>. 



!.2.:: T~.::t4!~,; o:: DOBLE DlFUSION DE OUCHTERLON'f 

la ODC de ~i~~do de rata tratado con tioacetaml.da se somete a un 
anal1•is de l.nmuncdifusién doble de Ouchterlcn-,.· :;:ari\ es-:1mal" !:U 
pure::a (441. 

La ODC d9 hi;ado de rata tratado con ticacetamida ~ue •nali::ada 
por el metodo de dobl• difusión d• Ouchterlonv usando un 
•nt1suero de coneJo contra las preparacioneS de la en::ima 
parc1almente puri~icada, la en:ima purificada da una banda 
de precip1taciOn. Una en::ima parcialmente purificadft de :?5:~ de 
pure::a d• doa lineas oe precipitaciOn, una de las cuale5 we 
fusiona completamente con la que se obtiene por la enzima 
purificada < 15) (F'i~ur~ 3.3>. 

La ODC.de ril"l~n do rato~ fue purificada homogeneidad aoarente, 
Los anticuerDo'll par.'.'11 la ODC •e producen en u., conejo usando la 
en::ima puriiicada. Utili::ando la técnica de doble di+usiOn de 
Ouchterlony se revela una linea simple de pr-ecipitaciOn entre el 
11ntisuero y la ODC purificada de ril'16n de ri11.ton <FigL1r-a :::.4). 

3.~ ACTIVIDAD ESPECIFICA V SU OETERMINACION 

La actividad especifica es el nOmer-o de unidad•• de en:ima pcr 
mili9r-•mo d• proteina C41, 44, 88>. Ccnstituye una m•d1da d• la 
pur•:a d• la •n:ima, qu• aumenta durante •l pr-oc•so d• 
purificacicn, y 11•9• a ••r maHima y constant• cuando ••ta •• 
halla en ••tado puro CBBJ. · 

Reci1tntem•nt• Pr-itchard •t al •studiar-on la inactivacion d• la 
ODC: de hi9ado d• rata tratado ccn tioac•tamida por incubacion con 
cs-14cJ-•lfa-DFMO ccmo r•sultado d• un •nlac• coval•nt• 
radioactivo con la •n:ima. La •~t•nsion d•l .nlac• corr•laciona 
ccn •l grado d• inactivacian y con la cantidad d• en:ima 
pr-99ent•. La ••tequiometria obligftda de la ts-14c>-alfa-DFHO pcr 
tanto prov•• un metodo conveni•nte para la cuantif~cacion de la 
aoc y la determinacion d• la pur-e:a d• la• pr-eparacion•• de la 
en:ima (11bl aai como la estimacion de la activ1dad especifica de 
la en::ima purificada C2>. 

Suponiendo qu• una mcl•cula d• la droga •• nec•s•r-ia para 
inactivar cad• subun~dad do la en::ima podria calcularse una 
actividad •specifica para la ODC de hi9ado de rata d• c•r-ca de 20 
a 2s...-mo1 CO&lmg/min bajo las condiciones st~ndar ensayadas <116) 
o l.2-1.Sx106 nmol COa/h/mg de proteína C3> o 1.0 a 1.5 mmcl/h/m; 
t2>. 

Ente valor sustancialmente mas grande que •I repor-tado 
cu.11.lquia-r grupo que tiene ODC: pL1rificl'lda do mi11.m!feros. 
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~~s:repancia ~cdria ser ccnsiderada pcr la l.nestabilidad de le 
OOC e que las pr•paracicnes ;inales pudieran ccnt•minarse con ODC 
in•ct.l.VA. 

L• actl.vidad especiTica 
mamif~ros por Pritchard et 
preparaciones homcgeneas 
cuales liberan cerca do ~O 

predicha para la ODC puriTicada d• 
al es completamente compatible con las 
equivalentes de ODC bact•rianas las 
....,mol CO~/min/mg de prot•in• Cllb). 

La aoc nativ• de higado de rata tratado con ticac•tamida tendria 
una actividad •9peciTica de cerca de l.4~106 unid•d•• por mg d• 
prot.eina, el cual concuerda bien con el valor predicho por 
Pritchard et •1 <J>. 

La actividad especiTica determinada para la ODC puriTicada de 
higado de t•rnera tratado con tioacetamida e•"comparable a los 
reportados para las en:ima5 puriTicadas de higa~o de r•t• trat•do 
con tio•cetamid•, 2~0000 pmol/mim/mg. 

Sin ambArgo, 
con la enz:ima 
3.1). 

esta es casi 100 veces mas grAnd• que la obtenida 
puriTicAda de higado de rata regenerado (13) (Tlilbla 

La actividad eepeciTica de la ODC pura de 
reportada por Pritchard •t al, concuerda 
••pecifica d• llil ODC puriTicada de riftOn d~ 
te•to•t•rona <2, 12) CTabla 3.1>. 

hiQado de r•ta, 
con la •ctividad 

rat6n tr•tado con 

L• actividad e•pecific• de la ODC puriTicada de riftOn de ratOn 
tr•tado con t•wto•t•rona •• l• Mas alta Jama• r•portada p•r• 1• 
ODC purificad•· L• purificacian de ODC d• viru• de •i-io SV40T, 
fibrobl••to• d• raton 3TJ y de hiQ•do d• r•t• re•ult• en •nzi••• 
con una activid•d ••pecific• 7 y ~O vece• reapectiva•ent•. 

E•~•• vari•cioti•• en l• actividad ••pecific• •Dn ••• probable• no 
debido • dif•rencia• •n •1 Qrado de purificacion pu••to que la 
el•ctrofor••i• en 9el r•v•l• un• wola banda d• l• prot•in• (14>. 



CAPITULO IV. PROPIEDADES DE LA ORNITINA DESCARBOXILASA 

Varios autores 
eucar iOtl!a y 
fi11icoquimica•. 

4.1 COFACTORES 

he.n reali::ado 
procariotes 

estudios de la ODC 
determinando sus 

en células 
propJ.edades 

AdemAl.s d• la naturala%a proteica, q1.1e confiere a las en:ima• una 
estructura tridimensional, Ja mayoria de ellas requiere alguna o 
algunas mol•culas no proteicas para su función catalitic•. La 
nomenclatura de estas moléculas ha sido confus•, utili:ando 
diversas denominaciones tales como1 grupo prostético, cofactor o 
coen:ima C92). El cofactcr puede ser un ion metalJ.co, o bien un• 
molecula org~nica llamada ccen:ima; algunas en%imas necesitan de 
ambos. Los cofactores son gemeralmente estables frente al calor, 
mientra• que mucha proteinas en:imAticaa pierd•n la actividad por 
cal•facciOn. Algunas en%imas requieren cofactores tan pequ•~o• 
como •l ion cloruro CBBJ, 

Los cofactora• actúan ;eneralm•nte por uno do lo• siguientes 
mecanismos <92>1 

l> El cofactor de manera aislada, •B capa% de catali:ar 
una reacción, nin embargo en presencia de la enzima aumenta au 
capacidad catalitica y adquiere especificidad por el •uatrato. 

2> Pu•d• for~ar un complejo con •l •uatrato y •l •itio 
activa d• la enzima permiti•nda la catAlisis. 

3) Suele funciQnar como un pot•nt• •tractor d• 
•l•ctron•• en algun punto d•l ciclo c•talitico. 

La •en•ibilidad de l• CDC de .higado de t•rnera al EDTA y el 
•fecto de un• vari•d•d de quelant•• met•licaa que inhib•n • l• 
enzima augiriO la posibilidad de qu• •e requiere un •nlac• m•tal­
enzi~• par• la pr•••rvaciOn d• au actividad catalitica. 

Eatoa ••tudia• han aido r••liz•do• utilizando dif•r•nt•a agent•• 
COflpleJantea, lea cuales per~it•n conocer loa r•qu•rimientoa de 
la especificidad total d• una metalo•n:i•a •n particular. L• 
•n:ima ••mipurificada •• incuba con concentracion•• cr•ci•ntea d• 
varios quelantea <13> <Figura 4.1>. 

Todca loa qu•lant•a eKhiben alguna habilidad para inhibir la 
enzima. El eAa potent• •• la 1, 10 fenantrolina, un quelant• d• 
tranaici6n d•l ;rupo d• ntetal•• llB. Pueato que l• l, 10 
f•nantrolina •• una mol•cula plana, •• poaibl• que •ata •• 
in••rt• dentro de la• Araaa hidrofObicaa de la• prot•inaa y 
altere au actividad enzimAtica. 

Por au ••tructura similar al• 1, 10 fenantrolina, pero •in ••r un 
an•logo quelante, la 4, 7 fenantrolina ha permitida confirmar l• 
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Plt'. 4.1 Xnhlbtct6n d• 1• acttvldaid d• 1• onc d• h!gado de terne­
ra por a9•nt•• quelant•• (13). 
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!5upo'l!iiciOn da c;uo un metal e,;itá invcluc..-ao:!o con la en:ima •¡a que 
éste análogo posee tcdo$ los atributos oe la 1,10 fenantrolina 
et1cepto la habilidad para formar un ccmplejo de ccordin11c1on con 
los metales. La potencia de este qualante metálico de transici6n 
que enhibe una leve afinidad por loa metale5 alcalinotérreos, 
comparada con la relativa ineiicacia del EOTA quelante de amplio 
espectro, sugiere que un elemento de las seriee de transiciOn 
esta involucrado en la conservacion dP la actividad de la ODC. 

La 4, 7 fenantrolina no tiene efecto sobre la actividad de la OOC 
lo que eugiere qua el quelante metálico no fue inhibido debido a 
las propiedade5 aromaticas de su estruc tul"' a <Figura 4 .1). 

Vario5 ion&a met~licos han sido probados por su habilidad para 
reaccionar con la ODC inhibida con la 1. 10 fenantrolina, tales 
como1 zn••, Fe••, cu1', Fe•", cu• , Ni"•, co'' y Mnª", log cuales 
fueron incapace5 de restaurar la actividad enzimatica ademas de 
que todos los metales excepto el Mnª~, inhibieron la en:ima 
no tratada (Tabla 4.2). 

La inhabilidad para regenerar l~ actividad enzim~tica por la 
adiciOn de metales sugiere que los quelantes remueven el metal 
con9tituyente ante5 que formar un complejo mixto in •itu con la 
apoen:ima. La remociOn del metal podria entonces derivar en 
cambio& irreversibles en la molecula de en:ima (13). 

4.2 COENZIHAS 

El término coenzimas se aplica a moleculas orgbnicas, las cuale5 
son derivadas de vitamina• y QBneralmente tienen un tamaho 
mol•cular mayor que loe cofactore•• 

L• unibn d•l cofactor a la enzima es reversible en la mayoria d• 
lo• ca•o•, pero en otros se establece un enlace covalente. 

Las caracteristicas de las coenzima• son las •i;uientess 
•> Son termoastabl••· Mantienen su estructura quimica • 

t•mperatura• en que las proteinas se desnaturali:an. 
b) En Q•n•ral, son derivados de vitaminas. 
e) Div•r••• enzimas qua reali:an la misma actividad 

catalltica, utili:an la misma coen:ima¡ nicotinamida-adenln­
dinuclebtido tNAD), que participa en varias reacciones de 
deshidro;enaciCn. 

d) En al;unos casos funcionan como ce-sustrato•. Y• que 
son modificados durante una reaccicn catalitica, retornando a su 
•orma oriQinal en otra reacción (PiridoKal-piridoxamina) (92>. 

Se han ruali:ado ustudios para determinar la coen:ima de la ODC. 

En Physaru• polycephalu• se demostrb que la reacci6n de 
descarboKi.laciOn de la ornitina para producir putrescina e• 
dependiente de la coen:ima fo••ato de piridoxal <P~P> como •• 
ilu•tra en la 9r~fica de doble reclproca de la figura 4.2 (371. 



Come se mul!t'5tra en la tabl=i de 1111 e.oc o•.1r1.f.i-::4'da d.e Physa.rum 
<T111bla 4.1 >e~ muy 11ensible a r-e&c-:.J.-101! dJ.sUlfitos ·1 tiole!I 
especiTicos. En 1:9. at..H!el"lcia da es":C!!! a;er-.-:.'!~, '::t en \a ;:ir'!!'!l'(>P)cia 
de agentes reductcres tales come ditictrei~ol, ~ mercaotcet~nol y 
9lutation reducido, esta en:ima es onuv '!'s<:•Cl!it a :;,:•º•:. ¡::or lo 
tanto.. parece que la OOC de PhY••rum contine un grupo ticl 
criti!:C que est!I. sufi:ientemente enpuesto a una f.tlicJ.l ouidac:ion y 
la fcrmaciOn de dinulfito o la forme.c:1on de o~ro deriv~do <T~bla 
4.1). 

En la tabla 4.1 aparece que e5te qru.oo tiol eoaer.cial est.ai en el 
sitie activo de la en:ima o cercano a el. La inactivacion de la 
en:ima, por formación de una me:cla de disulfuro con glt..1tation 0 

•• bloqueada por la presencia de c¿o.ntidades micromolares de l<ll 
ccen:ima, fosfato de pirido:1al. Los análogos ce la ccen:imoll. 
fosfato de pirido~al gen completamente ineficace~ en la 
protecciOn del grupo ticl. mientras que el fcsfatc de 
piridcx•mina es mas eiectivc a alt~s ccnc~ntracicnes, ~e~o 
ninguno de estos análcgou son cat~liticamente activos (21>. 

Varics emtudics han report•do la existencia de una forma dim•r-ica 
de la ODC. Algunoa trabaJOS han sugerido que la forma dimérica da 
la •n:ima •• inactiva. 

Sin embargo, el dimero inactivo se obtiene por remocion del 
reductor, augiriendo que los tioles· l.ibres es•nciale• para la 
actividad catalitica podrlan eatar complejados dentro de los 
puante• di9ulfuro int•rmol•culares <13>. 

En ri"6n de ratbn••• obsar-va que la ODC requiere de fosfato d• 
piridoxal para •u actividad (45). ·• 

L• ••cuencia de aminoácido& de la ODC d• ri"bn de raton •• ha 
d•ducido de la ••cu•ncia de nuclebtido• del cDNA. L• en:ima 
conui•te de 461 aminoácidos. La secuencia contiene 12 residuoa de 
ci•teina los cual•• podrian cuantiTicarae por el requerimien~o 
e•tricto de altas conc•ntraciones d• agentes tiol reductora• par• 
~antener la actividad en:im•tica. 

Tambi*n ccntiene 19 residuos de arginina y 29 de liuina, perc 
sblo hay tres paru• de amino6cidos b~eicos adyacentes les cual•• 
podrl•n tener t..•na importancia particular en la diviaiOn 
proteolltica. 

La locali:acién del sitio activo no esta completamente 
establecida pero la reaccibn de la en:ima con <3H>DFMO sugiere 
qu• la DFHO se enla:a a un residuo de lisina en l~ posicion 298. 
Esta lisina ocur-re en la !lect..u,ncia Val-Trp-Lys-Glu-Gln-Pro-Gly­
Ser <residuos 296-30~), lo• cuales tienen ciertas •imilitudes a 
la secuencie Val-His-Lys-Gln-Gln-Ala-Gly-Gln le cual se conoce 
como el sitio •ctivo de 1• ODC biodegradativa de E•ch•richi• 
coli. Excepto para les primer-es cuarenta residuos. le tercera 
parte de la N terminal de la ODC de ri~bn de ratOn contiene 
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predominantemente grupo• hidrofbbicos y la mayoria de los grupos 
h1drofilicos en la otra tercera parte en al c•rbono terminal. La 
lisin.. 298 ••ti\ en una regibn justamente despu•s de esta 
transicibn la cual corresponde a la regiOn m•• hidrofilica (7). 

La idea general del m•canismo por el et.tal la DFHD lleva 
dieminuciOn de la actividad de la ODC es clara, pero •n 
naturale:a intacta de las especies alcalinas, se desconoce 
sitio d• ataque sobre la proteina para inactivarJa. 

• l• 

•• el 

El amino•cido aceptar más probable de las especies activadas por 
la DFMO ••la lisina <lOOJ. 

Recientemente Hitchell y Calderera, indican que la ODC requier• 
la pr••encia de compuestos tiol o ag•ntes tiol•s reducidos a fin 
d• alcan:ar BU actividad m6xi•• (97). 

D• acu•rdo a Fri•dman •t al y Ono et al, __ la OOC purificada de 
higado d• rata r•qui•r• grupos tiol para BU actividad m•xima. 

La importancia d• grupos tiol en la actividad de la 
demostrada con 9xito por Obenrader y Prcuty en OOC 
purificada por cromatografia d• afinidad usando ••faros• 
e 1oa>. 

ODC fu• 
hep6tica 
activas• 

En Sacchara.yc•s c•r•vi•i••, l• enzima requiere de fC•fato d• 
piridoxal para •U actividad y •• esp•cifica para la ornitina. La 
enzima •• inactiva •n la au•11ncia d• tiol•• y podri• ser activada 
por los mi•~oa. Entr• lo• ca.puestos tiol el m•• efectivo •• el 
ditiotreitcl C41J <Tabla 4.2>. 

En E•ch9~ichia coli la OOC biodegradativa (dODC> y l• ODC 
biosint•tic• CbDDC> requier•n de foafato de piridc1:al para su 
actividad uni•ndcse una mol•cula de coen=ima por uubunidad (40J 
<T•bla 4.2). 

El Clo•tridiu• th•r•ohydrodulfuricu• también requiere de fosfato 
de piridcl:al y ditictreitol para su activid•d <93) <Tabla 4.2>. 

4.3 ~ROPIEDADES FISICOGUIMICAS DE LA ODC DE DIFERENTES FUENTES 

En l• tabla 4.2 ae resumen las propiedades fi•icoquimicas d• la 
ODC d• dif•~•nt•s fuentes. 

4.3.1. PESO MOLECULAR Y SUBUNIDADES 

Las vn:imas bioaint•tica y degrade.tiva de Eacherichia coli son 
dimPros pero difieren en su peso molecular, la en:im• 
biOEintetic~. Mr=8~000 es ~000 d~ltcnes ma& peGada que la ODC 
b1odeg r,e.aat.i v•. 

Lio QOC de Lactcbacillus tiene •pro:~ime.dameonte el m¡smo pe$C 
mol1.>cul~r, M<-•85(•(1(1. pero e)'IJ.~te come 1.1n duodec.tim&ro. 
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Entre lo~ i!!IJCDriotes~ la ODC d~ Phywarum t.1.ene Bo..-e::!.!f'.3.Cilim~nte el 
mismo pi.so molecular que la DDC bacter13n,:i.. 7(1(u)•'.• t1 e•:•O:u)•J. y es 
tambietn l.!n di.nero. La "'n:im.?1 de l'3'vacL1re> 'Z'5 un mc,.::m!!rO, Su peso 
molecular en ev.tractos crudoB muestr~ que &!!1 co Sb•:••)O .,, de 69000 
para la en:ima pre•,J.amente puriii:ada. 

Las en:ima!!I de mamiferO!I tienen un peso molecular entre 4901)•) y 
1osooo <toe, t14J. 

4.3.~ PUNTO ISOELECTRICO V pH OPTIMO 

La ODC CTabl• 4.~> es una proteina acidica; pI determinados se 
encuentran en un rango entre 4 a apro:timadamenta 4.9 (109, 114J. 

El pH óptimo para la actividad de la ODC se distingue rápidamente 
de las en:imds bacterianas, las cuales han sido purificadas 
(Tabla 4.2>, d• la ODC de mamiferos. 

La ODC biosintética de E•cherichia coli tJ..ene un pH óptimo entre 
e.1 y a.3, una unidad más grande que la ODC biodegradativa. La 
ODC d• L•ctobacillu• tiene una actividad óptima bajo condicionas 
~cida• <pH 5.BJ (114). El Cloatridium tiene un pH óptimo de 7.5 
C95J CTabla 4.2>. 

La ODC de l•vadura y 
7.B respectivamente) 
mam1 f•ro• J • 

hongo muestran un pH Optimo similar (B.O 
a les valoras <7.0-7.7) para la ODC 

y 

•• 
L• ODC d• h1gado de r•t• cambia su pH Optimo bajo purificación 
d••d• 7.0 • 7.B cuando•• an•«Ya en presencia da fosfato da •odio 
( 114>. 

4.3.3 VALORES DE Km, Vm•H V SUSTRATO ESPECIFICO 

L•• •nzimas b•cteri•nas •• distinguen tambi•n d• la ODC de 
•ucariota• por aus alto• valores de ~:m para la ornitina, 1.7 • ~6 
•M comparando con 0,03 a 0.2. Todas las ornitina• dascarbcwil•••s 
tienen una alta afinidad por ~u cofactor fosfato d• piridoxal, 
con valeres de Km entre 0.06 y 33 ,,,,.,., C114J <Tabla 4.2>. 

La dep•ndencia de la actividad de la ODC bios~nt&tica de 
Escherichi• coli sobre la ccncentraciOn de ornitina muestra la 
cinética clásic• da Michaelis-Menten. Cuando eatos dates fuarcn 
graficadc• come V contra VIS, y les puntos rasultantes fueron 
ajustados por el metodc de m1nimos cuadrados se cbtiena uno111 Km 
par• la ornitina de 5.b mM (Tabla 4.2). 

En la presencia de cualquier poliam1na, la Km aparente se 
incramenta mientras que la Vm~u1 ne tiene un cambie significativo 
<Tabla 4.2) sugiriendo una ccmpeticiOn simple da la ODC con al 
sustriltc {80). 



L.a Afinidad aparente ce la ODC purificada de niqado de ~ernera 
por la ornitina a j70C se calculo probando la en:1ma con varias 
concontracicnes de sustri.'tC y fosfato de piridc11ail 1).1)6~ H. l.a 
en:1ma eHhibc la cin&tica de Micnaelis-Menten, dando una doble 
reciproca, la cual indica una t<m p11ra la orn1tna de O. lé mM. La 
en:ima tambiftn presenta afinidad por el fosfato de piridoxal, l• 
~m de la ODC por el cofactor fue de 2.5.J'M cuando s• mide en 
presencia de ornitina 1 mH (13l. 

La ODC de Sacch•ro~yc•• cer•vi•i•• sigue la cin&tica de 
Michaelis-Menten en un rango de pH de b.5 a 9.0 con una Vmo\Jt a pH 
e.o <41>. 

S3 



CAPITULO V, F:EGULACION 

La ODC se encuentra en ni'leles bajos en las celulas en es't.lldos 
fisiológicos de latencia. Su actividad puede elevarse varia• 
veces como respuesta a diversos estimulas tróficos tales 
hormonas, drcg••• regeneración da tejidos y factores 
••timulan el crecimiento c1rlular en varias clases de tejido 

come 
qu• 

••• 10). 

Al mismo tiempo, si cesan las condiciones que 
cr•cimiento y con la presencia de inhibidcres de 
la slntRsis de RNA, se ob':!erva un decremento en 
la ODC (26), 

favorecen este 
proteinas o de 
la acti'lidad de 

EMisten varios tipos de regulaciCn de la actividad de la ODC <=~, 
2b, 36, 43, ~~. 77, 81, 109): 

1) Control a nivel de la sintesis de RNA. 
2) Control traducional por poliaminas. 
3> Induccion de una antien:ima o su liberación por 

pcliaminas y su inhibidor. 
4) Transiciones entre una icrma activa y una menos 

activa (iso•n:imas e formas mültiples>. 
~) Regulación por hormonas. 
6) Estimulacibn e inhibición de l• actividad de la ODC 

por v•rio• nucl•ótido• de guanina. 
7) Control osmótico de le CDC por cationes 

•onoval•nt•e. 
SJ R•gulaci6n d• l• ODC e nivel molecular. 

Para loa cambios •n la actividad de la ODC se han propuesto 
v•rioa m•c•nismoa. Loa tres m•cani•mos principales •• repre••ntan 
en la Tabla 5.1 Cl14>. 

S• ha obt•nido evidencia que muestra la •xistencia de tr•s icrmas 
dif•r•nt•• d• modificacion•s post-traduccional•• d• ta ODC t21>1 

lJ Formas mUltiples, distintas fisica y cin•tic•m•nta, 
d• •• coc. 

2) Alteraciones que involucran un grupo ticl r•activo 
de la ODC y, 

3> tnt•raccibn d• la CDC con otras protelnaa y •cides 
nucleicos. 

En Qeneral, l• regulación po•t-traduccionat d• la función 
c•talitica d• an:im•s biosint•tica• se ha documentado con una 
fosforilacibn reversible por prote1nas cinasas y fosfoproteina 
fosf•t•••• C43>. 

Han •ido r•portadas modificaciones post-traduccionales 
como foefori1aci6n o tranaglutaminaci6n (77). 
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~. l CONTROL A NIVEL DE LA SINTESIS DE RNA 

L• activid~d de la ODC se incrementa considerablemente en una 
v*.ri~dad de sistemas eucariOtico5 y en algunas instancias se ha 
demoa<:.rado que su incremento precede a es paralelo a un 
i~cr9m~nto ~n la biosintesis y acumulaciOn neta de poli~minaa 

TA9LA S.1 

REGULACION POSTTRADUCCIONAL DE LA ACTIVIDAD DE LA ODC 

CO,.,PONENTE 

Ant:.i•n::ima 

Prot•ina 
cin••• 
td•p•ndi•nt• de 
paliaminas} 

Tr-ansgJutamin••• 

PROPIEDADES 

Proteina, PH 8 ~6000 

Proteina, PH• 28000 

Proteina, PM 8 70000-
100000 

ACTIVADOR 

Putr•scina 1-lOmM 

Esper-midina, 
e•p•rmina, 
calmodulina 

lonb• calcio 

( 114) 

y RNA •n una vari•dad de t•Jida& animal•• CSS). En mucho• 
si•t•m•• C•luJar••• la •inteais de DNA •• pr•cedida por una 
•atimuJaciOn d• la aint•sis d• RNA riba•o~•l (64). 

Los datos de Ga::a, Short y Li•b•rman d• higada d• rata r•g•n•rado 
utili::anda actinamicina o, la cual inhib• la sintesis d• DNA 
d•P•ndi•nt• del RNA, d•mu••tra que Ja formaciOn d• RNA •• 
•••ncial para •1 prim•ra d• los pico• bif••ica• d• la actividad 
d• la ODC. El segunda incrementa depende de Ja farmaciOn d• RNA 
durante el p•riodo del primer incr•mento •n Ja actividad. Loa 
r••ult•dos d• Cl•rck •n c•lula• 3T3 utili%•ndo cordic•Pina, la 
cu•l inhibe 1• apariciOn de sint•sis de ONA d•p•ndi•nt• del RNA 
•n el citopl•sma, sugi•ren lo misma (64>. 

S.2 CONTROL TRAOUCCIONAL POR POLIAMINAS 

Hay l!'Videncia considerable que indica una r-•gul•ciOn pcst­
tr•n•cripcional d• Ja ODC par poliaminas. Los r•sultadcs •n 
c•rcinoma oral humano, en linfocitos y en h1Q•do regenerado da 
rata in vivo damueatr•n el rApido afecto past-tranacripcion•l d• 
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putresc.i.na,espermidina o esperm.ina enOgl!.'na en el decremento de la 
actividad de la ODC. 

Datos ewperimentales en células 3T:;, células hepáti"::as de rata y 
c•lulas HTC muestr9n que aunque la putrescins es un inhibidor 
competitivo débil, su utili:acion en conc•ntracionee bajas 
para bloquear la ODC in •itu en estas c9lul•s no fueron 
suficientes para causar una inliibicion in vitro directa de la 
actividad de la en:ima. 

Clark y Fuller proponen un mec~r-.ismo par• el control poat­
transcripcional después de obtener evider.cia indirecta que 
muestra que las poliaminas bloquean especificamente l• aint•sis 
nu11va de 111. en:ima en cetulas 3T:: mientras que Canel lalcie y 
Theoharides indican que el tratam.i.ento d• c•lulas HTC con 
concentraciones bajas de putrescina y otras poliamina.s cauaan la 
desaparici6n de la ODC inmunoreactiva <109). 

Se ha demostrado en celulas KB en crecimiento, en linfocitos, en 
higado regenerado de rata y en celulas 3T3 que la putre•cina y 
espermidina tienen un efecto bloqL1eante sobre la inducci6n de .la 
DOC. La espermina <10·5H) y espermidina t6tt1o·5H) pueden bloquear 
la aintesis de ODC en células hepaticae de rata (HTC> sugiriendo 
un control post-transcripcional de la enzima por estas aminas. 

La putrescina adicionada a celula5 HTC en una concentraciOn baja 
ClO.}IMJ caus• un dacremento en la actividad d• la CDC. El ef•ctci 
de •st• fu• independiente de la •intesi~ de RNA. Esta ccinfirma 
la• •iguient•s sug•r•ncias de un central po•t-tr•n•cripcicnal de 
la ODC por putreecina. La putrescina •MOgena padria tener un 
ef•cto directo a indirecto sabre la actividad de la enzima o 
alt•r•r la• rutas dagradativas o sinteticas de la ODC (61). 

La vida madia aparente tan corta de la ODC as regulada on part• 
por el producto obtenido por su reaccibn, putrescina,mediante una 
inhibiciOn por retroalimentaciOn (77). 

5.3 INDUCCION DE UNA ANTIENZJMA O SU Ll9ERACION POR POLIAHINAS 

Uno de los aspectos mAs interesantes en la regulaci6n de la ODC 
ea un mecani•ma regulatorio único (19, 101) que involucra efecto• 
macromoleculares positivo• y negativos de la ODC. El efecto 
negativo, un inhibidar proteinico de la ODC, llamado antienzi•• 
(19) •• el m•ycr avance no •Ola en el •r•• limitada al control 
de la sintesis de poliaminas •ino tambi•n en el campo da la 
r11gulacion de la en:ima en general (34). 

E•t• antienzima •• una proteina (21, 62) y un inhibidor no 
competitivo de la ODC (19, 35, 61) con bajo P••o molecular y 
con•tituye part• del control normal del 1111ecani•mo que define •1 
nivel d• actividad de la OOC (35) y e• producida en respue•t• al 
incremento d• lo• niveles da poliaminas o sus an•lo9os (35, 49, 



6:?, 60, 1•)1 >. •_a antien::i'Tli' '!!11:' ac1.!rnul.a b.t11jc ccndic:iones de 
ewposic:ién a d1~minas ~x09enas <77i. 

La antien:ima e~ inducida por var1as diaminas o poliamin~s y 
loc:ali::ada en varjos tejid~~ y células animales (49) inc:luyando 
hlgado de rata, c:elulas hep.triticas H-35 de rata, celulas HTC, 
células leuc:emicas L 1210 de raton, células neuroblasticas N-18 
de ratOn (49 1 109>, tiroide de rata (114>. cultives primarios 
hep~ticos de rata, higado de pollo (49), c•Iula• H•La (27) y 
E•ch9ric:hi• col!. La antienzima se loc:ali::a •n la fracción 
citcsólico11 y aparece con un r•pido nt'.1mero di!' recambie con una 
vida media comparable con la de la ODC (49>. 

L• antien:ima S• un• a la ODC espec:lficam•nte formando un 
complejo C.19, 2::?, 6:?, 109) in"'ctivo en::ima-antien:ima C.19, 22, 
109> inhibiendo la actividad de la en::ima (62>. En la presencia 
d• antien:ima, la r•ac~ión en:imatic:a procede linealmente en una 
ruta reducida <Figura 5.1). Esto aitcluye la posibilidad de qu• la 
antien:i~a es una en:ima, tal como la proteasa, inactivandc a la 
CDC. Varias evidencias indican que la anti•n:ima inhibe a la ODC 
por ~ormac:ion de un complejo con la misma. Primero esta acción 
inhibitor-ia es •stequiom•trica <Figura s.:?)-. Segundo una anillli•is 
por filtracibn en Q•l mu••tra qua reaccionan cantidad•• 
•quiv•l•nt•• de anti•nzima y CDC. Tercero, el compl•Jo inactivo 
de la ODC y 1• anti•nzima. d•tarminado con la ayuda del inhibidor 
d• la anti•n:ima. es eluldc lentamente ante• del anali•is d• la 
ODC libr• en ~iltracibn en gel (49>. 

La tabla 5.2 resume las prcpiedad•s de las difer•ntes antienzima• 
d• div•r••• fuent••· 

S• ha aislado la antienzima de ODC de c•lulas tumoral•• d• Erliah 
tr-atada• con putr•scina durante •u cr•cimi•nto in vivo <103). 

Se ha reportado la pre•encia d• antienzima •n c•lul•• h•pilltica• 
H-35 d• rata, c•lula• leuc•mic:as L 1210 de ratón, c•lula• 
neurobl~•tic:as (61) y •n c•lul•• &ucariot•• (66> •n r••Pu••t• a 
alt•• conc•ntrac:ion•s d• putr•scina, ••p•rmina y ••p•rmidina (61, 
66). 

En otros sistemas c•lularen. la antien:ima •• inducida por 1, 3 
diaminopropano CDAP) también como por poliaminas (61>. En higadc 
de rata y en cultivos de cetul•s es inducida pnr poliaminan <:?2, 
101) o su• an~logos <101>. 

En higado d• pollo es inducida por la administración de DAP y por 
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TABLA 5.2 
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espermina, esperinidinil y cadaverina C22>. 

La adicibn de putrescina o de poliaminas a cultivos de células de 
mamiferos aai como su administracibn a ratas, estimula la 
aparicibn de la antien:ima. Se ha demostrado su presencia •n el 
mutante MA255 de E•ch9r1chia coli con propiedades nimil•re• a la 
antien:ima de mamlferos y cuyo nivel de actividild s• incr•m•nta 
por la presencia de putr•scina l50). 

S• ha descubi•rto otro factor proteinico en h19ado d• rata, 
inhibidor de la anti.,,:ima, qu• inactiva •specificamenta a ••ta 
antienzima al formar un complejo. El inhibidor de la enzima 
reacciona con la ODC en el complejo inactivo enzima-antienzima 
C4q, 101, 114>. 

Se ••pecula que ••te inhibidcr de la antien:ima •• una forma 
modificada de la ODC, que pued• ••r fosforilad• o tran•aminada 
( 114). 

El inhibidor d• la anti•nzima inhibe especiflcamente a la 
antien:ima y reactiva a la ODC despue• de su inactivacibn por la 
antienzima C101J. En forma aparente el inhibidor d• la antienzima 
inhibe a esta al formar un complejo con la misma. 

Este inhibidor reacciona con la ODC en 
en:ima-antienzima, por liberacibn de la 
act6a independientement• del tiempo 
eatequiom•tric.a. 

el compl•Jo 
en:ima. El 

y de una 

inactivo 
inhibidor 

manera 

La presencia-del inhibidor de la antienzima se ha de•ostrado en 
el eMtracto de hi9ado de rata en el cual la ODC se ha inducido 
por tioacetamida y •ctdo DL-alfa-hidracino-delta-aminoval•rico. 
El inhi'bidor no coexi•te con la antienzima y •e localiza •n la 
fr•cciOn citosblic• <49>. 

En la tabla 5.3 se pre••n~an la• propi•dad•• d•l inhibidor de la 
antien=ima d• hiQ•do de rat•. 

TABLA !5.3 

PROPIEDADES DEL INHIBIDDR DE LA ANTJENZIMA DE HIGADO DE RATA 

PESO MOLECULAR 

105000 

JNACTJVACJON 

Tratamiento a 7oºc por 15 
~in b tratamiento con 
tripsina 

REFERENCIA 

49, 101 

-----------------------------------------------------------------------· 
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~.4 TRANSICIONES ENTRE UNA FORMA ACTIVA Y UNA MEMOS ACTIVA 
tlSOENZIMA O FORMAS MULTlPLES) 

Se ha demo~trado el ccntrol de la ODC a nivel de la transcripción 
y de la traducc1on. E~tv control podria ej9rcerse por 
modi~lcacionea pos-tra•lacional~s de ~5ta en:ima, tal come el 
Rjemplificado por la• iaolormas c•r9adas que •• Man •islado de 
•ata en%ima •n v•rios teJ~dos (115). D•ntro de una c•lul• simPl• 
hay iormau mültiple5 de la OOC V su interconverni6n d~ e•ta• 
iaoen:imas <55, 1171 o mcdi~icacion•• po•t-tr•n•cripcional•e 
(111} podrlan ••tar relacionadas con l• regul•ciCn da la 
actividad d• esta •nzima fS~, 117>. 

La• i•oen:imae •on formas mUltiples de una en:i~• determinadaJ 
pueden pre9antarse en una sola especie de organismo e incluso •n 
un~ aola célul~~ La existencia d& est•s formas mUltipt~s puede 
d•5tacarae y separarse mediante electroforesis eM g»l•s de 
•xtracto• celulares) puesto que egt~n codificados por g•n•s 
diferentes laa tsozimas dif~eren en su composicion aminoAcid~ y 
por lo tanto en los valores de 9us pHs iscetéctricos. 
Generalm•nte las isozimas ustan consti~uid•s por me:clas 
lntimamente ascciadas de diferentes clases de cadenas 
polipeptldic&s, en las ~we estan combinadas l•~ propiedades 
cin•tic•s y de •nl&ce especificas aportadas por ~~d• tipo de 
cadena <99). 

La mcdifiCACión cOY•l•nte d• una en=im• por en:imas modificad•• 
•sp•cllic•• t•l come l•• protein~• cinasa$ y p~ote1nas fosfat•s•• 
9•n•r•lmente r••ulta en do• o m~s formas d• regular l• en~im• qu• 
difi•r• en su activid•d y/o ••t•bilidad. S• ha •ncontrado qu• I•• 
form•• mUltipl•• de una enzima cambian •n asociación can 
dif•r•ntes hormcn•• o agentes ind~ctor•s. 

En l• r•;ulacibn de la activid•d d• l• ODC S• ha de•cubiarta que 
e•t•n pr••ente& •n lae c&lul•s do• formas fisica Y cin•ticam•nte 
di•tint•• (37) y prob~blement• no se limitan • •ucarict•• 
•imple•• Hay •vid•ncia de la e~istencia de do• far~•• d• la ODC 
con di•tinta •Ctivación con PLP •n celulaa de hamster chino 
(37) y •n hiQ•do de r•ta <Z7, 117). Se h• d9'11'1ostrado la 
•Mi•t•ncia d• do• formas de ODC, con re•pecto a l• •finid•d por 
PLP, •n el cr•ci~iento ewpcnencial d• c•lul•• 3T3 •36, 31). 

Se han observado do• forma• mcnameric•• d• ODC di•tint•• •n crudo 
y en Ja enzima alt•~•nt• purifiC•da de ri~On d• r•t6n, higado de 
rata y en c•lula• h•Pitica• de rata, y en otro• •• ha vi•to •n 
coraz6n de r•t• altamente purificada y en higado de twrnwra. Esta 
di•tin~i6n entr• 1•9 lormas no ws afectada por la ccmplwta 
•uswncia de la co•n=ima <PLP> y no s• r•laciona a un P••O 
•Ol•cular b•Jo a• las ••pee~•~ de ODC (11SJ. 

En l• tabl• S.4 •• resumen l•• propiedad•• de l•• d!f•r•nt•• 
i•c.-nzimaa. 
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En Physar-1.Jm polycephalum. as! cerno Tr°l 0:.3.J 1=i::t1 !!''..1'=.a""!O':'J.c::>!!, la 
acti·,J.~ad' oeo l~ ODC @9 regu}a::ja en f1..1~.:.:.:"I =ie! mot~.bol1\3mo 
celuli.r-. El mecanisino Q(ll est~ cont..-ol sena.tble involucr~ dos 
Tor-mc\5 dis":.intas fisi~.a y :in&<:.ic2-me,.,t~ >:!~ 111 en=imi\, Una de 
est:."'s i=rtri..•1s podr-ia .un1r-!!:'? a lif'I coen:!l"lol d!!b!l"•~r-.o::e, t:ero e'! 
r-elati"11mente meno!!! ost11ble. sugir-iencc c;1.1e esta. •or-m,;io pcdria '3er­
un f!!st:ado intermedio de la en:1ma q1.1e 01.,eae conve.-tir-ge JI la 
-ior-mél act:.i"a o degr-.adati•.-a cor- en:imils pr-ct:eolitic.as. dependiendo 
del estado metabolicc c02lul .<\r-, Es evidente q1.10 l.s inter-conver--sion 
entre estilS -icr-mas es un punto import.r.nte. y c:iui=!l.s limitante, 
del control en la biosinto~is di:!> outr~!lt:in~ ~=7), · 

La pr-esencia de fer-mas múltiple~ ~n sistem~s de mamiforos no se 
ha correlacionado dir-ectament~ con la r-e,ulaciO~ in "ivo de la 
acti"idad de la en:1ma. Esto podr-!a reflejar- un 5istema de 
distr-ibuci6n de la formas de aoc. o l~ forma B podr-ia ~e 
extremaaamente l~bil in vitre cuv~ c~nveraion de la forma A a l~ 
B poar-ia detectar-se s6lo con la per~id~ en la actividad total de 
la ODC C37>. 

La cr-01r.atografl.511 de intercambio iOnico E.'r': OE.:.E a revelado la 
presencia de estados múltiples iOn1cos del aislamiento de la ODC 
activa de var-ios tejidos de r-aton, .-ata y vaca. Muchos 
labor-ator-ios han car-acteri=ado a la ODC nativa de mami~eros como 
un dimer-o que r:;uede ser- disociada en dos subunidades idénticas. 
Recientemente se ha repor-tado una cor-r-elacion entre la disolucion 
inducida por- sal y la inactivaciOn de la en:ima. Se ha suaerido 
que la ornitina podr-ia contr-olar su inactivaciOn eutabi11=añdo su 
dimer-1:aci6n la cual es promovida por la coen=ima PLP C11!5J. 

!5.S REGULACION POR HORMONAS 

La acti"aci6n de la ODC generalmente agociada con la 
macr-omolecular tan bien como el crecimiento y divisi6n 
•Ugier-e que as un pr-er-equisito para la inicieciOn de la 
d• DNA < 104J. 

sin tenis 
ceoluler­

slnt•Wi• 

Los pr-ocesos de crecimiento. dL1r-ante los cuales se incr-ement.a la 
acti"idad de la ODC, incluyen la embr-ioQ~nesis C26, 28, 72, 73), 
hip•rtrcfia e hiper-pl~s.1~ <26. 28). higado r-egener-ado de rata 
en, 7:>, la respuest~' anabOlic~ de tejidos a hor-mon.a-s trOficas 
(26, 28. 72, 7~J y pr-oliferaci6n celular en cultivos. H~y tr-os 
categorlas distintas de her-monas, que pr-ovocan la induccion de 
la DDC ccmo parte del proceso de crecimiento de tejidos (26, ZSJr 

11 Hormona• trbfic•• CACTH. TSH, LH, hormona de) 
cr-ecimiento y catecolam.1na-s>. las cuales a.fect•n la transcripcion 
a tr-av&s de un mecanismo que involucra la activación de la 
pr-oteina ci~as~ d~pendiente de AHPc. 

2> Hormones e•t•r-oid•s !estr-~d1ol>, que a.fectan el 
procese tren5cripcl.onal p~ra promover la inducciOn de la ODC ?Or­
su uni6:1 a receptor-es citcpl-1\smicos seguido por- una tr-ans-ier-encia 
del complejo receptor- al núcleo. 
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;. Factores de crecimiento hormcnale• 'iactor ~e 

crec.1m1en-::: e::·.ioermicc o de ur nerv101. 

Estas normonaa tienen receptares d~ membrana que no se unen a la 
ac:tiv~c~~n ~e la adenilato cicl~aa. El mecDnis~o de ac~ion de 
estos a~entes es hasta ahora deaconocido en rel~cicn ~ ccmo la 
sehal 1r.cuctora es tr:!lngfer,ida de la membrana el n(1cleo. ~i ~u 
ecc:ion ~e ejerce a nivel transcripcicnal o traduccional <=b>. 

Numerosos estudies sugieren la existencia de 1.1na relacibn 
metabOlic:a entre .una e1:tens.a variedC'ld de hormonas v la reg1.1laciOn 
de la biosintesis de pcliaminas en varios estudios incluyendo la 
hormona lwteini:ante CLH), estradiol, hormona del crecimiento, 
ACTH y cor~1sol lb9>. 

Hay ev1dencias considerables de que la induccibn de la ODC 
d1.1rante el pr"ogre~o del ciclo celular, es regulada 
transcripc1onalmente por la activaciOn de la prctelna cinasa 
depend1ente de AMPc y su translocaciOn al nócleo dende se afecta 
la lect.1.1,-a genet:.ica C69). 

La 9licoc.-rotein11 luteini:ante de la pituitaria <LH la cual CAUSE\ 

la ovulacion y la consecuente producción de esteroidee por el 
cuerpo lUtec) induce la actividad de la ODC en ovario de rata 
(28, 61). Esta inducciOn aparece eeguida de la estimulación de 
prcsta9landina y su acumulacion. Por" ctra parte la 
prostaglandina E2 estimula la actividad de la •n:ima in vivo en 
ovar"io de rata (28). · 

Asimismo 
ectividad 
re9ular a 

la gcnadctropina coribnica humana <HGC> estimula l~ 
de la OOC en ovar"iO de rata y el cAHP podria mn parte 

la enzima C68>. 

Recientemante •1U! demostrb que la administr""ación de relanina. una 
hormona del •mbara%o, incrementa 5i9nificativamenta la actividad 
d• la DDC un el Utero y ctrc• tejidos del ratOn en poca• horas 
(28). 

La ACTH ewOgena, la hormona del crecimiento y el 
incrementan la actividad de la OOC en riNOn 
hipofiaectomizada (68). 

cortiaol 
de rata 

Las hormonas del crecimiento de 
incremento en las activadades 
fetel y neonatal. Var1ca 
crecimiento poseen la habilidad 

humano, bovino y avine cau5an un 
de las ODCs de cerebro e h19•do 
polipáptido• con hormonas del 
de estimul~r la DOC. 

El lactbgeno pl•centario ovino, una hormona peptidica, presente en 
altos n.iveles en el feto durante el segunde periodo del umbara~c. 
es ccmp11r11.blt:? a la hormon.:11 de crecimiento ovina en !51.• h11bilidod 
p•r<' est.1m1.11.,.,.. la l\Ctividild de lr. OOC en ce .. obro e hi9adc 
neonatal de rat•. 

En numero•os tejidas ( higado, rif'lt:ln, b•:o y suprarrenal 1 la 
prclact1na e~timula la actividad de la DOC. 
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La insulin.a. la prolc1<:tini.'I y glucocort.i=ol.de. en CQ'flO.l~J>=l.,::.n, 
incrementan la actividad de la ODC. Este '!!U9ieo-e :·.1e el 
incremento inicial de lll actJ.vidad de la cn:imoi 5e af~c~!li ~- r-.l.vel 
post-tri.'lnscripcion~l. don~e les incrementos posteri~re3 son 
moduledoB • niveles -:.r.anscriccional 'l traduccicnal <=S>. 

La insulina e•timula la actividad de la ODC en c~lula~ HTC por un 
mecanismo que actúa parcialmente a nivel poBt-transcrl.pcicnal 
(87) y se h111 observado un incremente r!lpido en ieu activl.dad en 
cultivos d• celulas hepaticas y de rihon en ham5ter recien 
nacido despues de la adicion de suero o insulina <71), 

En al músculo del cora:on, la ODC juega un papel crucial, por~ue 
su actividad se incrementa en cond.iciones que correlacionan con 
una actividad iuncicnal elevada del músculo, En realidad 
numerosas hormonas podrian estimular la actividad de l~ ODC 
cardiaca. En particul~r la prcmociOn de la activacicn de la OOC 
ha sido reportada por tr~tamientc ccn adrenalJ.na, nor~dr&nalina y 
hormona del crecimiento. 

Los mecanismos por los cuale$ las catecclaminas permiten la 
activaci6n de la ODC cardiaca no !5e canecen e>ractamente. Alg1..1nae 
investigaciones muestran que el incremento en la actividad de la 
en:ima es controlada a nivel transcripcional por AMF·c mediante la 
act.ivaci6n de una prote1na cinesa dependiente del AMPc <9aJ. 

La inducciOn de l• ODC durante la fase Gl del ciclo celular 
parece ser universal y esencial para la prcgre•iCn del ciclo 
C•lular. Esta inducción se ha demostrado en 23 tipos de células 
•n respuesta a varios estimules del crecimiento. Los estudios de 
lo• efectos de los retinoides para inhibir el crecimiento celular 
•n ovario de ham5ter chino <CHO> indican que las células aon 
bloqueada• en la fase G1 del ciclo celular. 

Los ratincid•• sólo inhiben la inducción da la actividad d• •1a 
•n:=ima cuando 11e adicionan en las primeras 2 a :;. horas de la 
progresi6n de la fase Gl. Se ha postulado que la inducción ~ la 
ODC es un r•quisito pcira la progresi6n de la fa•e Gl y que l•• 
propiedades antiprol1ferativas de loa retinoid•s ••t•n 
relcicionadas con la habilidad especiiica para inhibir esta 
enpresi6n. Ya que loe retinoides no alteran, dramáticam•nte la 
ruta de l• sintesis proteica, su habilidad para inhibir l• aoc 
podr1a relacionarse con uu habilidad para inhibir al mFNA para la. 
sint•sin de la en:=ima 169). 

Estudios sincrónicos de la progresión del ciclo c•lular de 
c9lulas normales y tr~nsformadas incluy•ndo células CHO. muestran 
que la transcripción dependiente de la inducción de la ODC ocurre 
como un evento temporal miar.ximo d1.1rante la transición de la fas• 
Gl a la S (72 1 73), 

El tratamiento con estradiol incrementa los niveles da putr•scina 
en (•t•ro de rate castrad• por eostimulación de la actividad de la 

•• 



Se t'\3 r-e~orts.dc \.In iric .. eme!"lt:> 9n la actividad do la en:1ma en 
P.pider"m1s de pollo e;ipuesta al ;actcr d~ cr~r.::Jmiento epidermicc 
ven linfccitos humano~ estimulados por fitohumaglutinina <a6). 

5.~ ESTIMULACION E INHI&ICION OE LA ACTlVIO~O DE LA ODC POR 
VARIOS NUCLEOTIDOS DE GUANINA 

Varias observaciones 9Vgieren que el nucleOtido gvanosina-5'­
difosfato-3' -difosfato lppGpp) ~sta involucrado en la re~ulaci6n 
de la ODC. S• postulo que la ODC tiene una alta afinidad por la 
guanosina 5'-trifosfato IGTF). el cual puede <"Ctivar la en:ima, 
por lo que el ppGpp pcd~ia competir come analogo estructural con 
el GTP por la ODC y causar una inhibición de la bic~intesi~ de 
putr&scin.a 162). 

Se ha observado que el GTP y el ppBpp actúan cerno activador e 
inhibidor, reapectivamente, de la ODC de E•ch•richi• coli. Se 
concluyó que la inhibiciOn de la o;sintesis de. RMA es .acompar'l'ada 
por un cese d• la sintesis de poliaminas que es el enlace para la 
inhibición de la OOC por ppGpp (é5). La inhibici6n empacifica y 
competitiva d• la an::ima por ppBpp <6::?, '70) sugiere qu• los 
cambio• en la acumulación de putre•cina y espermidina sen debidos 
parcialmente a la apariciOn de polifosfato<sJ de guanosina 170>. 

Par1Pce ra::cnabl• concluir qu• la regulaciOn de la •inteui• d• 
putr•&Cin• en E. coli involucra •l ppGpp eMisti•ndo una 
corr•laciOn directa entre loa niveles de ppGpp y la •intesis de 
ODC o su actividad C62>. 

En E. cali &Mi•t•n do• ODC& dif•rent•s1 la biodegradativa y la 
biosint•tica, cuya• ilCtividades se aumentan por GTP y por otro• 
nucleátido• fo•fatos in vitro1 la ggPgg e• un inhibidor d• la ODC 
bio•int•tiva in vitro. Se sugi•re qu• la s1nt••i• de RNA y de 
poliaminas s• r•gulan coordinadamente in vivo por el niv•l 
intrac•lular de estos nucleótidos ragul~n~ose la actividad d• la 
ODC por •ates in vivo en E. coli MA2SS (66>. 

La ODC parciAlmente purificada de E. coli CP7B fue inhibida por 
ppGpp de una manera competitiv~ con respecte a GTP, el activador 
de l• •n:ima sugiriendo q\.1e ll'I s1ntesis da poliamina• •n E. cali 
CP?B es regulada por ppGpp C70>. 

5.7 CONTROL QSMOTJCO DE LA OOC POR CATIONES MCNOVALENlES 

Se ha reportado quu 10...,.M de v,..rios cationes (Hg •• , K •, Na• > 
bloquean la inducción de la ODC en células hep•ticas H-35 da 
rata, L 1210 y celula• de neuroblastoma (él, 118>. 

El ef•cto inhibitorio de eutos cationeB sobr• la inducción d• la 
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actividad de la DDC en diferentes lineaK celulares sugiore que la 
funci6n intracelular de la ODC, y de los productos de su reaccion 
Cputrescina, espermina y esperm1dinal, podrian estar involucrado5 
intimamante con los cambios en el nivel de los cationes C118>. 

s.a REGULACION DE LA ODC A NIVEL MOLECULAR 

Un incremento en la actividad de la ODC parece ser uno de los 
primero• cambios que se dan deepues de la estimulaciOn de la 
prolif•raciOn celular en muchos siGtemas celulares <106>. 

La proliferacibn c•lular incluy• 
principal••• cr•cimiento celular y divisiOn. 

des proceso• 

El proceso de crecimiento sirve para duplicar todos los elementos 
estructural•S y la capacidad funcional da la c~lula. Et paso 
clave del crecimiento celular os la dupticaciOn del DNA, que os 
un prerequisito gen•tico absoluto para la division C•lular. 

Lo• proc•sos de duplicaciOn de DNA y la mitosis e•tan bien 
ident1ficadcs y permiten dividir el ciclo celular en cuatro fases 
sucesiva51 Gl, s, G= y M. 

Gl as el periodo entre la mitosis CM> y la slnt••i• de DNACsl, y 
G2 •s •l periodo entre S y M. La fase intarmit6sica <Gl, S y G21 
se caracteriza por un crecimiento celular continuo. 

En la fa•e Gt del cicle celular est•n contenidos numerosos pasos, 
alguno• de lo• cuales aon esenciales par• el inicio d• la 
duplica~iOn del DNA. 

Uno de 
c•lul•• 
C91>. 

les primeros cambio• que ti•nen lugar despues de que 
•ntran •n Gl, ••un incremento en la actividad de 

••• 
ODC 

Hay evidencia ccn•iderable en adenoviru• tipo ~ que •ugiere qu• 
la acumulaciOn de pcliaminas en las celulas es un prerequisitc 
para la •ubsecuent• sintesis de DNA. La ODC es dependi•nt• d•l 
cicle celular, con un primer pico en la fase Gt, pr•c•di•ndc la 
iniciaci6n d• la sintesis de DNA, y un segunde pico en G2. La 
inhibici6n de esta •n:lma inhibe la sintesi• de DNA en varios 
•i•tema• seguido de un ••timulo prclif•rativo (64). 

La inducci6n de la ODC durante la fase Gl del cicle C•lular 
par•c• ••r universal y ••encial para el desarrolle del ciclo 
celular. Esta inducci6n se ha demostrado en 23 tipos de células 
en r•spuesta a varios estimulo& del crecimiento (69). 

En c•lulas Don e la actividad de la ODC varia durant• •1 
celular, increment•ndose durante la etapa final de Gt 

•e 

ciclo 
y •• 
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inicial ele S y la TaBe Tina! de S (FJ.9t..u'".J 5.:::1. En :<1aic:i~n. un 
tercer pico o~ activido!ld pi'lrece presentar!!~ en la f""se f'I prevja a 
la division celular la cual podria ¡:ir-esent~rse a1.1rante la Te.o,¡e G:! 
del ciclo <~8>. 

En muchos sistemas lo!I inUuccion de le ODC e~ media~a por AMPc. el 
cual activa a la prote!na cinas~. En otro~ modelos el inc~emento 
en la actividad de la en:ima parece estar disociada de los 
cambios en el contenido de AMPc, &uqiriendo mecanismos 
altarnativcs de la regulaci6n de la enzima <::O>. 

El AMPc tiene un e~ecto predominante a nivel de la transcripcibn 
en las células eucariOtic•s y podria regular negativamente d la 
ODC en una manera indirecta por la estimt..11 acibn de un B. sintesis 
de una molécula ~&presora no caracteri:ada la cual inhibe la 
•ctividad de la en:1ma (81). 

Existe la posibilidad de que la indt..1cci6n de la actividad de la 
ODC por AMPc representa un evento cruci11.l en t..tna autor'1t9ulacibn 
del contenido de AMPc di~pa~ado pe,.. incremento del mismo AMPc, 
como se ilustra en la figuro!I ~.4 <30>, 

••1111100•1:•--+ 
DE l'O"OMITl:llU•I 

'"" bOHm / 

FiQ. ~.4 InducciOn de la actividad d• la ODC por AMPc 
C30). 
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Las generali:aciones en cuanto a el papel d~l AMPc en la 
regulac1on d~ la ac~ivid~d de la ODC he~~tica est~n ba~~daa en 
estud.i.os en animales intactos y a1..1nqur: el AMPc peodria 
incrementar la actividad de la ODC en alauncs sistema9 
experimentales. las generali:aciones en cuanto a la r~qulacion 
intracelular de l• en:ima parecen prematura~ con referencia a 
estudios de varios tejidos normales de diferentes especies <39). 

El control negativo de la ODC por AMPc es aparentemente muy 
especifico. Este resultado es evidencia de qua ~1 AMPc Juega un 
papel importante en la regulaciCn de la putrescina por esta 
en:ima. 

La regulaciCn neg•tiva de las dos vias para le biosintesis de 
putrescina (a partir de L-ornitina O L-arginina) por AMPc 
representa un nuevo control para la bio•intesis de poliaminas en 
E•ch•richia coli. 

Después, l• formaciCn de putrescina es considerada la limitante 
en la producciCn de poliaminas. El control de la actividad de la 
ODC por AMPc provee una e~plicaciOn para los cambios en los 
niveles da poliaminas como un• 4unci6n de la ruta de crecimi•nto 
por ejemplo la ccncentraciCn intracelular d• A~Pc. 

5• sugier• que la actividad d• la ODC pueda inducir5e por cambios 
en nucleOtidos ciclicos tales como el AMPc y la actividad da la 
en%ima en cultivo de c~lulas de hueso es regulada por cambios en 
la concentraciOn del AMPc <104>. 

71 



CAPITULO VI. INHIBICION 

Durante los Ultimo• a~os ha eHistido mucho interés en el 
desarrollo da sustancias inhibidoras de la •intesis de poliaminaa 
ya qu• ••tan involucradas en el proceso de proliferaciOn celular 
(91, 111>. 

La mayor parte de la investigaciOn reali:ada hasta el presente, s& 
ha enfocado hacia las dascarbo11i la!!las, en •special a la büsqu•da 
de inhibidores de la ODC (91>. Esta inhibiciOn no es fAcil de 
estudiar por su vida media tan corta, siendo ~apidamente 
inducida, regulada por el producto d• su reacciOn y estabili:ada 
contra la degradaciOn por inhibidores competitivos (82>. 

Estas consideraciones dictan que una adecuada inhibición de la 
un:1ma deberia ser con un inhibidor 1rreversible el cual per•i•ta 
dentro de los tejidos (82>. 

Los inhibidores utili:ados para la ODC caen dent~a d• las 
•igui•nt•11 categorla• ( l • 91, 111) 1 

l) Análogos estructural•& de arnitina y putrescina loa 
cuales act~an como inhibidares competitivos de la ODC. · 

2) Compuesta& que compiten can el cofactor de la wnzima. 
3) Diaminas y sus derivado& qua actüan coma represores 

de la slntesis de ODC. 

El desarrolla pr•ferencial de inhibidores de de•c•rboxila••• 
puede •xplicar•• por das ra:an•• (91)1 

ornitina 
de las 
arnitina 

1> S• cr•• que la vwlocidad de descarboxilaci6n de la 
es limitant• en la re;ulaci6n de las pasos biosint•tico• 
paliaminas. Aunque, en •lgunos casos, la •1nt••i• d• 
podria ••r el factor limitante. · 
~) Las ••cani•ma• catalltico• d• la• tran•f•r••a• 

<••permidina sintet••• y ••p•rmina •inteta•a> no han sido bi•n 
•lucidados. 

Algunos inhibidares par•C•n unirse irreversibl•m•nte • la enzima 
que inhiben1 pera algunos, como la DL-Difluorom•tilornitina 
CDL-DFMO>, •• unen irreversiblem•nte y son entonces los mA• 
ef•ctivo• Clll). 

En la tabla 6.1 •a enum•ran algunas de las sustancias qu• bloquean 
d• man•ra efectiva la •int•sis y acumulacibn de.poli.minas en la 
c•lula v1va Cl). 

b.1 ANALOGOS ESTRUCTURALES DE ORNITINA Y PUTRESCINA 

L• mayori• de las an~lcgos estructurales sen inhibidores 
rev .. r-sibles competitivos d• la ODC 131, 111). Algunos 
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TABLA 6.l 

INHIBJDOR&S DB LA "ORHITJD DESCARBOXI~SA 

orn1tin• de•e•.E. 
box11a•• (ODC) 

INHJBJDOR 

ADLCOOS DB SUSTRATO: 
A. DL- - -h1dr•e1noorn1t1n• 

11. DL- - -meti1orn1t:1n• 

c. DL--. -h1dr•e1no-meti1 
orn1t1na 

D. 'l'r•n•-3-deh!dro-DL­
ornUina 

a. DL- - -lll'JllO 

ADLCJGOS DEI. PRODUCT01 
r. Tr•n•-1.4-di••ino-2-

batmo 
a. 1.4-aiaainobut:anon• 

a. 5-hexino-1.4-d1••1n• z. Tr•n• ha-2-en-s-.tno-
1. 4 di••ln• 

J. llall61ogo• d• d1••1n•• 
eon 3-12 •tOllO• de 
c::•rbano 
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Jm:AHJSHO DS ACCJO. 

Revera1b1• y compe­
titivo 
Rever•tb1e y compe­
titiYO 
Rever•ible y compe­
t:lt:lvo •.,,.•tbl• y coape­
t:lt:lYO 
:rrreveraible 

•ev•r•J.hl• y caape­
t:lt:lvo 
a.._atbl• y eompe­
t:lt.:lwo 
:rrr.,,..•ihl• 
:rrr-..r•lbl• 

%ndlrecto. Sj.1 p:M" 
inchaeel6n de i. ica 
tefnll que inhibe • 
1• 0DC (ODC-11nt:l•­
.t .. ) 
lndirect.o 

11. 91) 



~~n101~ore~. como la alfa-ma~ilcr-nit1na <alfa-M0) 0 

~lian1dr-3:inoornitina y 1.4 d~am1nobut~nOné+ causan un incremento 
en la act1vidad de la OOC in vivo como r-eault~do de la 
estaDili:aci.On de la en:ima. La vida media de la en:ima 5e 
prolonga al unir-se con lo~ inhibi~ore9. La inhibición in vivo 
puede ser- revertida al 1ncr-ementar la ccncentraciOn de fosfat~ de 
pir-idoxal ( 11). 

Entre astes an~logoa tenemos& 

ó.2 ALGUIL V AAIL ORNITINAS SUSTITUIDAS 

De estos derivadc5 el m~s potente e9 la alTa-MO la cual se ha 
utili:ado ampliamente para inhibir- la sintasis de putr-escina. 
Altas concentraciones de fosfato de piri.dO)tal ne revierten el 
efecto inhibitorio de la alfa-MO la cual vstabili:a a la en:ima 
contra BU degradación. Me Cann et al S\.•girieron que podr-ia tener 
un efecto indirecto sobre la sintesis de la en:ima C111J(Tabla 
b.2>. 

L• ~ >-alfa-NO generalmente causa una reducción en la 
concentración de putrescina y un pequeho decremento en la 
conc•ntraciOn de esper-midina C2S>. Se ha observado que la ( ~ J­
alfa-MO es un potente inhibidor" competitivo de la ODC de 
mam1feros de diferentes tejidos <=S>. Pero•• un •ustrato para la 
QDC parcialmente purificada de Each•richi• coli <114). 

La alfa-MO inhibe la ODC (aunque con una Ki de 20 .)IN) 
ind•P•ndi•nt•m•nte d• la concentración d• fo•fato d• piridoM•l 
(114>. 

E•t• compu••to compite con 1• L-ornitina con una Ki d• 20xto6 M 
inhibi•ndo 1• •int••i• d• putr••cina y ••p•rmidina •n c•lula• 
h•p•tic•• d• rata•, previene la proliferacibn celular y la 
r•plicación de DNA. 

E•t• inhibidar, •imilar a 
la vid• ••di• d• la ooc, 
•itio activa 1108>. 

otro• an•lcgos de ornitina, incr•m•nta 
•p•r•ntemente por int•r•ccibn can •l 

S• han •int•ti:ado vario• an•logo• de alfa-alquil y alfa-aralquil 
•ustituldo• y •• ha probada •u ef•ctc in vi~ro coma inhibidor•• 
de ODC de prbgtat• de rata. E•tos compu••to• •en mucho m•nc• 
efectivo• que l• (~)-alfa-MO. El compueato m•• activo d• eata 
••ri• •• la alfa-n-cctit-c:>-ornitina qu• •~ bO vec•• m•no• activa 
qu• la C! >-alTa-MO y la alfa-n-butit-<:>-ornitina qu• r•&ulta 270 
v•c .. meno• activa que la l~)-alfa-MD. La alfa-ciano-m•til-1&)­
ornitina •• un inhibidor irrev•r•ible de la OOC 125>. 

h.3 ACJDO 5-AHIN0-2-HIDRAZINO VALERICO CALFA-HIDRAZINORNITJNA> 

Harik y Snyd•r (1q73> fueren la• primero• en demo•trar que ••te 
c0191pu••ta •• un inhibidor d• l• ODC 1 •l cual •• un d•rivada alfa-
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hidr~=~no =el acido 5 am1novalerico, cuvc m~~ani~mo de inhibición 
es mas =ompleja que el de la alfa-MO. Este actua competitivamente 
con ~escecto a la ornitina tanto en Escherichia coli como en 
~r~stata de rata y su inhib1ciOn se reduce enormemente en 
presenc1a oe altas concentraciones de ;osfato d~ piridoxal • Ente 
compues~o es un inhibidor no competitivo con re•p~cto a la alfa­
hidra:inoornitina. La hidra:ina, por si misma, es un inhibidor 
compvtitivo de la ODC con respecto al fosfato de piridOKal 
probablvmente debido a su interaccion can el grupo carbonilo del 
mismo. L• alfa-hidrazinoornitina es un inhibidor más efectivo que 
la h1drazina y especifica para la ODC. Parte de sus propiedades 
inhibitor1as podrlan deberse a su habilidad para reaccionar con 
al fosfato d• pirido11al y su alta selectividi11d a la semejan:a con 
•l •u•tr•ta. 

Se ha demostrado que el ~cido DL-alfa-hidrazino-delta­
aminoval•r1co <HAVA) es un potente inhibidor competitivo de la 

"ooc C1~, 111> cuya inhibición se reduce por la adición de fosfato 
de pirido>e•l Cll1J. 

Cuando se agrega alfa-hidra:inoornitina a un medio d• cultivo d• 
c•lul•s h•p•ticas •e incrementa la actividad d• la ODC y su vida 
m•di• d• JO• 28 minutas a semejan:a con la alfa-MO (111> <T•bla 
6.2> .. 

E•t• inhibidor es r&lativamente ,selectivo, otras enzima• 
d•p.,,di•nt•• de fosfato de pirido>eal no son •en•ible• como la ODC 
d• prO.t•t• d• r•ta CKi 2KIO.'MJ. E•t• •n•logo d• ornitin• 
t•mbitin inhib9 l• acumul•ci6n d• putrescin• •n h1Q•do regen•rado 
d• r•t• y •n cultiva d• c•lul•• h•p•ticas d• r•t•. La inhibiciOn 
por alfa-hidrazinoornitina se reduce nignific•tiv•m•nte con altas 
concentracione• d• fD•fato de pirido>eal (108) 

La alfa-hidrazinoornitina inhib• l• ODC d• Escherichia coli <Ki 
o.S .... f'U y l• ODC de pr6stat• d• r•ta <Ki 2~t1J C 1J4J. 

Se ha r•portado •l ef•cto de HAVA sobre la s1ntesis d• putr•scin• 
•n l•• gl•ndula• par6tidas d• raton. El tratamiento in viva con 
HAVA disminuY• de man•r• importante el aumento de los nivel•• de 
putrescina •n las gl•ndu1as de ratOn por administraciOn de 
~soprot•r•nol (JOS>. 

Utili:ando D~-HAVA •• tiene un valor de Ki para l• ODC •n higado 
y próst•t• de O.S~M s1endo un inhibidor m•• potent• que los 
d•riv•dos in•aturados d• ornitina y putr•scin• los cu•l•• ti•n•n 
valor•• d• Ki de 2.2 y ~.O..l"H resp•ctivament• (114>. 

El HAVA inhibe la acumulación d• putre•cina, espermina y 
esp•rmidina in vitra en linfocitos en los qu• s• induc• Ja ODC y 
reduce la rutad• la proliferación celular CBS). 
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o .... .;c::•J : ::; HMINO-;J-HIORAZINO-:?-METILi:-:NT~r1QICO 

L* i'!.:11-MCI y el HAVA son iÍ'lhib.iCcr'"e: co.npeti tivos de la OOC:. 
4::>C:el-·"'u~:.en et al p,..oba,..on suu ei~c'l!os al combina,..lcs con un 
analo~o, el acido < ~) 5-amino-2-hidra:.ino-:?-metilpentanoico, que 
es o.~n :.nnioidor competitivo de la ODC de prosotata de rat•, con un 
valor ae F.J. intE"rmedio entre la alfa-MO y el HAVA. Cuando se 
pro~é in vivo se observe que resulta menos efectivo qua la alfa­
MO aeb1dc a un incremento en los niveles de putrescina. Su 
inhibicJ.~n se reduce in vitre por ~osfato de piridoHal (111) 
CTabla 6.2). 

La inh!b1ción de este compuesto in vitre es dependiente de la 
concenc,..acion de fosfato de piridoxal siendo suprimida a altas 
concentr'"acicnes de la co~n~ima <25). 

6.5 OTFOS ANALOGOS DE ORNITINA 

El an•logo insaturado, tr~ns-3-dehidroornitina , es un fuerte 
inhibidor competitivo y reversible da la ODC (~l, 111>. 
Recientemente Mamont et al repor'"taron que la DFMO es un inhibidor 
irreversible de la enzima en c•lulas h•p•ticas de rata. La 
actividad en:im•tica no se detecta en eHtractos de c6lulas 
dializadas después de tartarae con DFMQ. La OFMO en una 
concentración O.OtmM impide casi totalmente la acurM.1laciOn d• 
putreacin• y •apermidina. 

S• reportb qu• al DL-•lfa-hidra:ina-delt•-b•nzileminc 
c•u•• alguna inhibición en el higadc .pero la DL-eritro y 
b•ta-hidroMiornitina no ti•nen ef•cto C111J <Tabla 6.2). 

val era to 
DL-tr•o-

Se ob••rV• •n l• figur• 6.1 que muchos an•logos de ornitina con· 
•xc•pcieiti de •lf•-vinilornitina sen inhibidcres •f•ctivos d• la 
ODC in vitro. La introducciOn de un dable enlace <3, 4-trans­
d••hidro O A J •n la cadena aumenta considerablemente I•• 
potencias d9 la DFMO y alfa-monofluorometilornitina Calfa-MFMO>. 
No aOlamente ~e incrementa la afinidad de la enzima (con un• Ki 
aparent• b•Jª) sine t,;r,mbién su rApida inactivaciOn ( t 112 de 
a•tu,..•cibn y a una concentración 10 mol) especialm•nt• •n el 
caso de 4-MFMO <113). 

La DL-alfa-MFMO ea un inhibidcr irreversible de la ODC que ect~a 
en el sitie catalitico de la en:ima form~ndoae un fuerte •nlace 
covalente entre la en:ima y el inhibidor (~7). 

El desarrollo de inhibidores especificoa para las en:imaa •n las 
vias b1osintética5 de poliaminas bacter'"ianas ne ha sido ••ncillo, 
particularmente en la identificación de inhibidares de las 
o,..n1tinas descarbowilasa~ bacterianas. Se mostró previamente que 
la MFNO ea un potente inh1bidor i,..reversible de la ODC de higado 
de rata p•ro no se ha probado contra una enzima d• bacteri• (57). 
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b.b ANALOGOS DE PUTFIE5CINA 

Entre los analogos de 
a lofi an~logos alfa, 
c.::1, 111>. 

putreecina qua inhiben a la DDC encontramos 
beta insat1.1rados y la 1,4 diaminob1.tti'nOna 

El 1,4 diamino-trans-buteno es un potente inhibidor competi ti.,,o 
diamino-2-

revertida 
formados 
ser los 

de la en~ima <3, 111) siendo menos potent• el 1,4 
butino. La inhibicibn producida por estos an•logos •• 
por fo•fato de piridoxal. Se piensa qu• los complejos 
entre la!I aminas y •1 fosfato de piridoaal podr1an 
inhibidorea actuales (111) <Tabla ó.~). 

ttucho• an•logo• de putrescina se 
potenciales de la CDC de Asper9illu• 
diaminobutanona inhibe fuertemente 
m~. 

probaron como inhibidores 
nidul•n• pero sólo la 1. 4 
en una concentracibn de 1.~ 

La 1, 4 diaminobutanona e• un inhibidor competiti.,,o re.,,ersible de 
la ODC (31, 111) aiendo m~s efectivo contra la ODC de Aapergillu• 
nidulana y en m•nor grado contra la de Each•richia coli. Este 
inhibidor ••inestable en •oluciOn <111). 

En un intento para producir un 
sintetizaron lo• d•ri.,,adoa exima y 
diaminobutanona los cuales poseen 
menores. 

inhibidor mi!.• 
aamicarba:ona 

propiedades 

ea table se 
de la 1, 4 
inhibitorias 

Se encontrb que la 2-hidroMi-putreacina •• tambien un 
ca•petiti.,,o de la enxima de "-pergillua nidulana pero 
valor d• Ki co•parabl• con el d• 1• putre•cina CKi o.Ob 

inhibidor 
tiene un _,_ 

La l, 4 diaminobutancna induc• un incr•m•nto •n 
ODC en canidia Qer•inada de A•P9rQillu• 
e•tabilizacibn d• la enzi•• incr•mentando su vida 

la cantidad d• 
nidulan• por 

m•dia <111>. 

El tran•-1• 4-dia•ino-2-butano ea un inhibidor r•.,,•r•ibl• d• la 
QDC (31). Se ha •int•tizada •l an•logo alfa-trifluorom•tilado •l 
cual po••• prapi•d•d•• •inhibitoria• •uicida••, el compu•sta 
alfa-vinilico •• m•nas activo. Lo• analogoa d• putr••cina, •i 
bi•n •on muy potente• in vl~ro, cuando •• ad•ini•tran in vivo •• 
ccn.,,i•rt•n •n an•logoa d•l acido gama-aminobutirico <GA9A>. 

La d•lta-••tilac•til•nputr•scina <HAP> •• un pat•nte inhibidor de 
la ODC como •• indica por lo• .,,alorea baJoa d• loa tr•• 
par•m•traa cin•ticoa CFigura 6.1>. La MAP ••una m•=cla d• cuatro 
diaat•roisbmero•, p•ro su actividad inhibidara aobr• la ODC. 
reaid• enteram•nt• en •l i•Otn•ra RR. D• aqul qu• la RR-MAP ••• 
por •l momento, al an~logo de la putre•cina ••• activo qu• haya 
•ido sint•ti=ado <113). 

La Dl-alfa-monafluorom•tilputrescina (DL-alfa-HFMP> un an&lo;o de 
putra•cina inhib• la ODC •ucaribtica y la ODC de Eacherichia coli 
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teniendo un menor ef@cto Jnhibidor seor~ l~ en:ima de Paeudomona 
aeru9inoso"1 157>. Es obvJa que Jog innibicores efect.1.vot1 en 
eucariotes no pueden ser u~ados cara rnhibir l~s ~~:imas 
bacterianas f57). El S-he~:ino-J. 4-diamino y trans-l'le11-:?.-en-S­
ina-J, 4 diamino son .1nhibidores irreversioles de la OOC (';J). 

6.7 N (5'-FOSFOPIRIDOXIL> ORNITJl'IA 

Toda• les ornitinas descaroo:iilasas est\.•diadat1 
coen:ima fosfato de pirido11al y probablemente 
involucrada una base de Schiff intermediar.la entre 
el fosfato de piridoHal. 

utili:an como 
se encuentre 
1 a orni. ti.na y 

Se ha investigado el uso de un aducto est.able entre 1.a ornitina y 
el fosTato de piridoHal como inhib.1.dor potencial de la ODC 
sinteti:ándose la NC5'-fosfapiridoxil) ornitina que tiene un alto 
grado de especificidad para la OOC aunque no e~ absolutamente 
especifica. 

La cin•tic• de inhibiciOn de la OOC por NCS'-fo•fopiridoMil) 
ornitin• •• compleja. Este inhibidor es no competitivo con 
respecto a la ornitina y al Tcsfato d• piridoMal. Heller et al 
han sugerido que el inhibidor !!e une al sitio •ct.1vo de la en:ima 
normalmente ocupado por la ornitina y el fot1fato de piridoxal 
(111>. 

Se han sinteti:ado varios 
encontrado que la 

N<5-fosfopiridoHil)amino•cidos y se ha 
N(S-foafopiridoxil>ornitina inhibe 
hlgado d• rata, El grupo fosfato es 
de la OOC e JOB>, -· 

frecuent•m•nt• a la OOC de 
••.,,ci•l para la inhibiciOn 

6,B lNHIBlDORES QUE COMPITEN POR EL FOSFATO DE PIRJDOXAL 

Lo• inhibidor•• menos ••pecificos de la OOC sen 
combinado• con fosfato de piridoHal previ•n•n su 
como cofactor, 

aquellos ~U• 
funcicnamJ,linto 

Podrla esperarse que 
requierán d• fosfato de 
la fuer:a con la que 
apoen:l.ma. 

inhibieran una variedad de en:imas que 
piridoMal y la especificidad depender• d• 
este unido al fosfato de piridoxal a la 

Algunos ejemplos de e~te tipo de inhibidores son la 4-bromo­
hidro.:.1ben:ilo1:amina y el an~logo de ornitina canalina. Si bi•n 
la canalina <H2NOCH2 CHzCHCNHz>COOH> aparece cc~o un an•logo de l• 
ornitina, inhibe un¡or¡ v11.riedad de tr.ansaminasas y dtt11cDrboxil••a• 
por la formacibn de un complejo entre la canalina y el fosfato d• 
piridoi=al. 

La inhibiciOn de ODC por canalina puede ••r rApidamente 
rev•rtida por fosf.J.to de piridoxa..1. Rahiala et al sugirieron qu• 

84 



esto e5 debi~c a la rápida disoci~ci~n d~ la halcen:1m~ en el 
caso de l~ ODC <111>. 

Lon iintagcni$tas del .fostato de piridonal {hidra:a del &!CJ.do 
nicot!nico y 4-bromo-~-hidrexJ.ben:i10;1iilmina.) sen poten~e11 
inhibidorea no especificas de la ODC C114J. 

6.9 REPRESORES DE ~A ODC 

L.a putrescina Juega un papel importante en el control de la 
bioaintesis de •spermina y eepcrmidina. Esta Actúa en cuatro 
puntos o ~itios •n la regulaciOn d~ la biosintegis de espermin• y 
•spermidina (Figura ó.2lt 

l> Ee un inhibidcr competitivo de la ODC -e9to 
probabl&mcnte no tiene importanci~ fiaiológica. 

~) Reprime la sintesis de ODC. 
3> Activa a la S-adenosilmetionina d•searbaxilasa 

<SAHD> • 
4> E• •1 au•tr•to pa~a la sint••is de esp•rmidina. 

GENE DE LA ODC S-ADENOFLMETJONlNA 

l• .. ,;'-......... .,,, :"'"" __ ... co
2 

', ,' 
DE LA ODC ', 1 1 S-METt~ADENOSIL-HOt1C-¡ \ 1 CISTEAMINA 

....... .? '\ ,,, 
....... .., \ I 

"', \ I ... \ : 
oc ',, \1 

', l , 
' 1 I :-.----... _ ', \,' , .. -... .:.~ 

~, PUTRESC!NA ~~~~....,1--~-+ESPERMIDINA ORNJTINA 

co2 M TlLTJOADENOSlNA 

j• inhibidcr. •• •etivador • 

Fig. 6.2 Func16n dw la putrwscina en •1 control de 1• bia•1nt••i• 
d• asp•rmidina (tlll. 

es 



Un an,logc d~ putrescina que podria actuar en el sitio ~ pero no 
•n •l 4 serie ut1li:ado en l• reducción intracelular de ta 
concentración de oli;caminas. Si se pr•par• para actuar en el 
sitio 4 como un sustrato para la e•permidina sintetasa deb•ria 
P•rmitir la producc16n de análogos de esp•rmid1na los cual•• 
podri•n sustituir•• in vive. Si esto afecta •ólo et sitio ~ en un 
alto grado •ntonces podria prevenir la producción de tri y 
tetra•min••• La diamina •n cu••tion podri• •ntonc•• reali:ar 
alguna• d• la• funcion•s de la putr••cina. 

E•t• tipo d• inhibidor fu• descubi•rto por Poso y Jan• y llamado 
•r•pr..ar gratuito" qu• •• la contrapart• del inductor gratuito 
•n lo• •i•tem•• d• •n:imas inducibl•• como la 
i•of•niltiogalactosida para la beta-galacto•id••a (111> <Tabla 
á.2). 

S• •ncontr6 qu• •1 1, 3 diaminopropano inyectado 
intrap•ritonealmente •n rata• parcialmente h•p•tectcmi=ade• 
•UPriine •1 incr ... nto d• CDC qu• ocurr• norlMllment• durant• lo• 
••tado• t•mprano• de la re;•n•raci6n d• higado <61, 111>. 

La 1, 3 propanodiamina no 
•id• in vitro • in vivo 
prot•ina in•unoreactiva 
•int•Si• d• CDC. 

af•cta la actividad d• la CDC cuando 
causa una r•ducción .n la cantidad 
•u;iri•ndo qu• la amina af•cta 

•• •• •• 
Alguna• evid~cia• •u;i•ren qu• la 1, 3 propanodiamina y 
putr••cina pr•vien•n parcialm•nte •l incr•M.,.to •n la actividad 
d• la •n:ima y, d• modo •orpr•nd•nt•, la cadav•rina y la 
hexanodi••in• •uprim•n au actividad ca-pl•tam•nt•. Ninguna d• ••t•• aMina• afecta la actividad d• la CDC in vitro. La• 
inyec:cion•• d• 1, 2 diamino•tano, 1, 3 prop•nodiamina o 
putr••cina ..,, r•ta• pr•vi•n• un increftllento •n l• COC •n prO•tata 
ventral y v••icula ••minal ••guido por una t•rapia d• 
r•••plazamiento hormonal. 

La 1, 3 diaminoprop•nc af•cta la conc•ntraciOn intracelular d• 
putre•cina • inhibe la prc~ucciOn d• ODC ~ c•lula• ov•rica• d• 
cuyo C111>. 

La 1, ~ propanodiamina y alguno• d• su• d•rivado• •On pot•nt•• 
inhibidor•• de la ODC d• c•lula• d• tumcr•• ••citico• d• Erlich 
en cultivo (áO>. 

El 1,3 diamino-2-propanol •• un d•rivado hidroxilado 
dia•incpropano (60> el cual inhib• directam•nt• • la CDC 
E•t• compu••to •• •up•rior al diaMincpropano •n muchc• 
important••1 

dol 
(8~). 

punto• 

1) El diamincpropanol, un inhibidor de la ODC, ••igual 
o m~• potente que el l, ~ diaminopropano. 

2> A difer•ncia del 1, 3 diaminopropano, •1 
diaminopropanol no depend• para au• actividad d• putr•acina­
ad•nosil metion1na descarboxila•a in Vitre. 

3> El di•minopropencl pr•vi•ne la acumulaciOn •• 
•• 



pcli~minas m.,s !""ollpid•mente que el di.amincprc~il\nc. 
4) El diam1ncprcp~ncl, ~ dilerencia d•l diaminopropano. 

aparentemente no 90brepasa l•s /unciones d& l•• poliaminas como •• 
considera por su in/ectividad d• revertir lo• •f•cto• 
antr1poli/erativos d• la raducciOn de poliaminas (60). Si bien 
las diamin•• podrian actuar como inhibidore• competitivos 
debiles, su potent• efecto innibidor sobr• la ODC es atribuibl• • 
un mecanismo indirecto de acciOn, poaiblement• involucrando la 
liberacibn o sintesis de una proteina inhibidora d• la CDC C31>. 

6.10 B-AZAOUANINA Y ~-AZACITIDINA 

Esto• compu•atos 
slnt•sis d• DNA 
regenerado (JOB>. 

inhib•n • l• ODC en •uc•riot•• • 
a ta ve= que •Viten la inducción 

impid•n l• 
•n higado 

6.11 1, 4 DIAMINCBUTINO 

S• h• •ncontr•do qu•-•l 1, 4 dia•ino-2-but•no inhib• la ODC d• 
higado d• reta. La inhibición es coaipetitiv• con una Ki d• 2xlO"I 
M. Otro an•logo •• •1 1, ~ diamino-2-butino qu• inhibe la ODC d• 
fibroplastos ClOBJ. 

6.12 POLlAt1lNAS 

En conc•ntracion•s 1mM cau•an una inhibicibn·d•l 40~ d• la ODC.,, 
intestino d• rata y el cloruro d• pot••io inhibe la actividad de 
la •n%ima purificad• en un 507. e 270 mt1 C!OBJ, S• ha dttmostrado 
que •n c•lul•• fo:B •n ·cr•cimiento, 9n linfocitos, •n h19ado d• 
rata r•g•nerado y en c•lula• 3T3 qu• la putr•scina y la 
••p•rmidina ti•ne un ef•cto bloqu•ant• so'br• la inducción d• la 
ooc. 

La putrescina adicionada a c•lulas HTC en una conc•ntracten baja 
cso·5MJ caus•n un decr•m•nto •n la actividad d• l• DOC. 

En otros sistem•• c~lularl!'s •• d•mostrO qu• la putr•scina •• un 
inhibidor ~uy d•bil de l• DDC d• c•lul•s HTC con un• ~i d• 2x1cr3 
H. Entonc11ts es improb•bl• qu• l• putr•scin• 10-5 t1 •nóg•na 
adiconada direct•ment• inhib• la ODC intracelular <61). 

El decrem11tnto en la actividad d• la ODC •n 
putre:icina e::tr~celul•r podri• ••r un 1necanismo 
l• re9ulac16n endógena de la b1oBint••i• 
particularmente porque l• putruacina •• 
conc•ntrac1ones mL1y bajas c:a >. 

respu••t• a la 
1mportante para 

dllt pol1amina• 
•f•ctiva en 

Finalment.P.. 1~ putrescin• y la eap•rmidina regulan 
intr•celL1J..,rmente a la CDC. El hecho de que la adicien ••:Og•n• d• 
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ornitina bloquea pcr si misma a la ODC. pro~abl•men~9 cor 
conversi6n • poli~minas, podrian sugerir que.este es ~l caso. 
T•mbien los niv&les de putresc:ina estian correlacionadas ccr, la 
actividad da la OOC en varios puntas en el ciclo celular. La 
inducci~n de la ~n:ima puede ocurrir cuando hay c3ntid~~es 
considerables de poliaminas presentes. Esto sugiare qui:a que 
•l9unos niveles c:ompartamentali:adc5 de poliaminas pL1eden regular 
tambi*n a la ODC • nivel de 5u sintesis o control de eu actividad 
catalitica via la induccion de una proteina inhibitoria <61>. 

6.13 OL-ALFA-DIFLUCROMETILCRNITlNA CDL-ALFA-DFMOJ 

Entre las su•tancias que inhiben la biosintesis de putrescina, 
una de la• mas estudiadas es la diflucrometilornitina CDFMO>. 

L• •lia-OFMO •s un inhibidor de la ODC irreversible, 
altamente selectivo del tipo suicida e~, 4, 7, 14, 
S4, S6, 67, 74~ 76>. 

espec.!iico, 
~4, 2.;, 46, 

La estructura de esta sustancia es la siguiente (111, 113)1 

Este •Ustanci• fue •inteti:ada por Bey, 
como inhibidor qu• •Ct~a por un mecanismo 
(32). 

H•tcali y •U• colegas 
via suicida ccn Ja ODC 

En un principio tale• inhibidores son altamente sel•ctivo• Y• que 
requieren •er activados por la en:ima p•r• fcrm•r un 
intermediario electrofilicc reactivo el cual se Lth• 
covalentemente a un residuo nuc:leofilico dentro d•l •itio actjvo 
de la enzima <FIGURA 6.3). En la pr~ctica l• DFMO •s un inhibJdor 
•electivo e irreversible de la ODC, capa: d• agotar 1•• 
ccncentracione• celul•r•• de poli•minas in vivo CS2> y por esta 
ra:On se esta estudiandc la func:i6n de las pcliaminas en l• 
fisiologia celular C100) asi como en prccescs patclogicos C82>. 

El razonami•nto para la •intesis de DFMO como inhibidor potencial 
de la ODC fue que esta actuaria come sustrato para la en:ima (31, 
100). La inactivaci6n da la en:ima no ocurre directamente (31). 
E•ta se da pcrque el inhibidor es descarboxilado por la en:ima 
<31, S~> generando especies carbaniOnicas intermedias altamente 
reactivas <31, 52, 100> al perder un ~tomo de fluor CS.2, 100>. 
Est•• especi•s alquilan un sitio nLtcleofilico d• l• en:ima C7, 
J:l, 52, 100) (probablemente lisina) fS2>, cerca d•l sitio activo 
o en •1 C31J, entonces la enzima se inactiva irrev•rsiblemente 
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Pi9. 6.3 Inactivaci6n irrever•ihle de la ornitina deacarboxll••• (ODC) 
por D.L- *'-dlfluorometil ornitina (82, 92, 110). 
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(~1) al form~rge un enlace covalent~ con el inhibidor 17), 

Tal inativación, por lo tanto, procede con el 
estequiombtrico de la DFMO a la en:ima (5~>. 

El mecanismo hipotético de la inactivaciOn irreversible de la ODC 
por DFMO •e representa en la fi9ura 6.3 (82, 92, 110), 

D•apu•s de la formaciOn de una base de Schiff entre el inh.ibidcr 
Y •l fosfato de piridoxal, cofactor en el sitio activo de la 
•n:ima © , se pierde bió:iido de carbono y hiay el iminaciOn de 
una iltomo d• flucr @ , esta r"eacción produce un .intermediario 
altamente •l•ctrofilico que puede unirse a un residuo 
nucl•ofllico <Nul del sitio activo, inactivandc irreversiblemente 
a la •n:ima @ <B2, 92l <Figur""a b.:;:,, 

La DL-alfa-DFMO inhibe la actividad de la ODC y consecuentemente 
la formación de putrescina en células eucar10ticAs 1100). L~ ODC 
de eucariot•• esta sujeta a una inhibición irreversible del tipo 
"•uicida" por an.lllcgo• fluorados y acetilados de la en::.ima 
•uatrato ornitina y dl!l producto de desciarbo11.ilacibn en;:imática 
putr11scina (51>. 

En ••tudias llevados a cabo en bacterias se ha observado que la 
DFMO •• un inhibidcr irreversible potente de la ODC en 
Paeudc.on•a aeru;inoaa <Ki 0.36mM> C37l tanto in vitre como in 
vivo p•ro no tiene efecto in vitre C~6> sabre la en::.ima de 
Eacherichia coli CKi 0.30 mM> <37> o Kl•b•i•lla pneu•cnia• C56l. 

La DL-alf•-DFHO adicionada a un medie de cr•cimientc de célula• 
de E. coli pr•vien• la inducción ncrmal d• la actividad de la ODC 
d• E. coli abaervada cuando las células entran •n la fase 
•Kpon•ncial d• cr•cimi•nto. 

Como •e muestra en la figura 6.4 la vida media de la actividad de 
la •nzima •n P. •eruQinoea 9raficada contra el reclprccc de la 
conc•ntración d•l inhibidcr hac• po•ible c•lcular la constant• ~. 
di•ociacibn Ki ( 1400 .JA M) y la vida media d• la •n:ima i11ctiv• a 
una conc•ntracibn infinita d• la DL-alfa-DFMO <un minutolJ t(/2 a 
una concentración 10 .J' H d•l inhibidor fue de 130 minute• <'!56>. 

La alfa-DFMO penetra rApidamente dentrc de las c•lulas cuando •• 
administra a animales y no se metabcliza signif1cativament• •n 
otras vlas. Por esta ra:On, la Unica macrcmalécula celular que s• 
marca cuandc 91! administra DFMO radiactiva es la ODC. 

Si los animal•& sen tratado5 con DFMO marcada fijando y lavando 
les tejidos para remover la droga puede utilizarse para la 
localización de la enzima. Si e5 posible que la •ntrada de DFMO 
dentro de algunas c~lulas ocurra ampliamente más que en otras 
esto podria producir un resultada artificial basado en el hecho 
d• que la enzima !Ht marca totalmente •n celula• con una alta 
ccnc•ntraciOn de DFMO <48>. 
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Los efectos de la DFMO en var1os sistemas celulare~ sen 
revertidos por la adicion de putresc1na tlOO> la cual a la ve: 
reQula la aparente vida medja tan carta de la ODC (77). 

El uso de DFMO (~i 39 ...-M> permite la demcstraci6n de la iunci6n 
e••ncial de la ODC en var1os procesos fundament~leB que incluyen 
la regeneraci6n de pr6stata inducida con testosterona y de l• 
vasicula seminal de rata, el dasarrollo de lae etapas 
embrionaria• en mamiferos, y la prcliferaci6n de celula• 
leucémica• (114>. 

S• ha demostrado qu• la DL-alfa-DFMO •s un inhibidor irreversible 
•f•ctivc de toda• las crnitinas descarbcKilasas euc~ri~ticas 
estudiadas. Es efica: centra la ODC •Ktraida de P. aaru;inc•a, 
paro completamente ineficaz contra la anzima de E. coli (57). 

La C ~ >-alfa-DFMO ha sido utilizada con éKito para e•tudiar les 
niveles celulares de poliaminas <=S>, inhibe efica:manta la 
acumulaci6n de putrescina, espermina y esparmidin• inducidas en 
linfocitos ••timuladca y ccnsecuantemente reduce la ruta de 
protifaraci6n celular ces>. 



CHPlTUL.0 VII. IMPORTANCIA CL.lNICA Y P.ERSPECT.IVAS TERAPEUTICAS 

l.as poli•minas part1cip~n en el ~ontrol del crecimiento normal~ 
lo que ha sida demostrado en vario& s1stem3s !83) entra los que 
se pueden mencionar1 

1) Crecimiento embrionario 
2) Regeneraci6n hep~tica 
3> Hipertrofia r•nal 
4) Hipertrofia c•rdi•c• 
~) Crecimi•nto inducido por andrOg•nos y ••trOgeno• 
6) EstimulaciOn hormonal de v•rio• tejido• 
7) Cultivos da c•lula• cancerosa• y, 
B> canc•ras in viva 

También existen evidencia• experimetales que sugieren que las 
poliaminas estan intimam•nte relacionada• en la regulaciOn da la 
hipertrofia e hiparplas1a celulare• C2b, 83). 

El dasarrollo de inhibidor•• a•pecifico• h• permitido bloquear la 
formación de pcli~mina•• l.a adición de un inhibidor a la• c•lula• 
proliferante• no solamente reduce lo• nivel•• de poliaminas sino 
que tambi•n inhibe la proliferaciOn calul•r. E•t• inhibiciOn •e 
puede revertir utilizando conc•ntr•cion•• b•J•• d• cualquiera d• 
l•• tre• poliaminas <putre•cina,~e•permidina y e•p•rmina> (83>. 

E•to •• ha demo•trado en vario• •i•tema• prolifarativo• tale• 
COlftO (93)1 

1) Ewplantes de Qlandula ••••ria cultivados 
2> l.infocito• ••timulados con concavalin• A 
3) Cultivo da embrio-fibrobl••to• d• rat• 
4) Cultivo• d• c•lula• ••li9n•• da h19•do d• r•t• y, 
~> El d•••rrollo del cr•ci•i•nto d• hu•vo• f•rtil•• d• 

•rizo de •ar 

Una •levaciCn bru•c• d• la activid•d de la ODC uterina d.cidual, 
e• un• car•ct•ri•tic• que •• pr•••nt• en el periodo •i;ui.nt• • 
Ja implantacion, •n l• •mbriogene•i• tamprana •n mamif•ro• C54,. 

L• •mbria9•n••1• temprana •n mamifero• •• uno da lo• •i•t•m•• 
celular•• de divi•ión y diferanciaciOn má• activos y •• h•n 
d•scrito num•ro•D• ••tudio• del incr•m•nto de la activid•d da la 
ODC ••ociad• con ••te proc••o CB2>. 

Se h• obt•nido evid•nci• directa d• un papel •••ncial d• ••ta 
•n:im• utili:ando Dl.-•lf•-DFMO. 

Cuando •• •dmini•tr• dur~nt• la ;e•t•ción t•mprana, •• d•tien• el 
d•sarrollo embrionario en •l raton, rata y conejo C!b, 54>. l.o• 



princl.Cl.OS emcleaoo!l pllrt'I l.:> .¡\QIT'J.ni.stra-:ion de liP. üFMQ P'=<:l .. l.an 
general1=~rse par~ otr.:>s e~pe-:ies de mamiter=~· 

l...A ODC tiene una Vl.da l'l'•e:::!ii\ ce solamente 10-::?<• minutos y au"t con 
un 1nhi~J.dor irreversible • es necesario mantener concen~r•cicnes 
adecuadas en el tejido para eseourar una inhibicicn ccntinua de 
la en:1ma. En la practica. l; DFMO es raoidamente el1minada 
atr-aves de la circulacion <t112,....:::?0 min> y de la deci.d!.lll del 
ratón. La administr-aciOn r-epetJ.da de la droga es necesaria ai la 
inhibición continua de la en;ima se legra 1~4>. 

Se hen llev11do a cabo 11l9l1ncs e~tudio!> en los primeros diau de 
prehe: en •l útero de la rata y de la r11tona. En la rata se ha 
observ•do que' la actividad de CDC: es baJa hasta el ala 3, 
di•minuyendo el dia 4 para elevarae nuevamente el dia ~. La 
actividad •• alta en el tejido dec1dual1:ada alrededor de lo• 
dias 6 al 9, mientras que en el tejido ne diferenciado del Uterc 
no hay actividad detectable en el dia b y apenas cuantiiicable en 
los dlas B y 9. La activ1dad m!nima presente antes del dia 3, en 
esta en:.1.m•, asi como en el tejido no deciduali:ado deupu•s de l• 
impl•ntaci6n, no na sido obGervada en otras en:imaa uterinas 
estudiadas en estas condiciones e~perimentales. Sin embargo. l• 
aint••i• de RNA s1gue 1..1n patron ~imil.eiir el mostr•do ~or l• 
actividad de la ODC con incrementos en los dia• 3 y 5 y un• 
elevaci6n posterior en el dla 6 que ccrrespond~ a tejido 
dociduali:ado con una diaminucicn en el tejido no diierenciado. 

En el Utero total de 1~ ratona, la actividad de la ODC permanece 
baja durante los primeros cinco dias d• gestaci6n, pero SR 
incrementa r~pidamente entre les dla• 6 y 8 en el que alcan:a un 
pico de concentracion. La actividad declina significativament• 
alrededor de los dias 9 y 10 116). 

Una do•i• por via oral al =r. de alfa-DFMO administrada en El 
P•ricdc pr•vio a la aparici6n de la actividad de la ODC 1mpide el 
incremento d• activ.1.dad d• la enzima (16). La inhibici6n d• la 
ODC durante el •mbara:o de la rata, d•ti•n• en su totalidad la 
embriogiltn•sie. Esta inhibici6n es abolida si se admini'4'tra 
put.rescina, que es el producto de la rwaccion inhibida. .1 

T•mbién •• iactible revertir 
•mbrio9énesis administrando 
experimentaci6n ya que in.duce la 

•l ei•cta inhibidor d• 
pr-ogesterona al animal 
sintesis d• ODC (10>. 

, 
/lo 

d• 

La implant~cJ.Cn parece llev~rse a cabo normalmente pero hay una 
detenc16n temprana del desarrollo vmDrionario y una con&ecuent• 
reabuorc1on ya cue no se encl1entran iet.os desot1rrol l P.dos en t!'l 
útero de ninguna de astas especies cuando se s~crific•n ~4 horas 
antes dt!'l parto 11(1. 16). 

A~i pueE. se puede concluir que la ODC v la5 poliam1nas Junto con 
la sinteeis de DNA. F:NA y proteinas. e~t:On 1ntimamente 
relacicnad~s en la tase de crec1m1ento r~c~dc asoc1adc ccn el 
desarrolle embrionario temprano, le que ofrece amplias 
perGpect1vas en la investigaciOn en el campo de la reproduccion , 
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::_,.,..l'l:.':!.tt'l'30 i:on!!i.t.!e,.....,,.. t!'nt: '"'1.•e•1::-5 'tl'.,•ouu'!'!li ccno;;,..aceptl.YOs. 11si 
C';)mO anal!.:ar les mecan!.smcs mole:ular~s ce la aiferenci11c1on 
emcr1on~r1~ cuya ~alle se l'"efle~al'"ia en altel'"ac1cnes del 
ce•~~~allo. muerto fetal y aborto (ló). 

~~ el U'!erc de ~aten. la ac':!Yidad de 
!.nCrementars& despu~s de la imgl11ntac1on v 
ci• 8 de la Qe5taci0n (821. 

la ODC ccmien:a a 
alcan:a un pico en el 

Ne es sorprandente que se increm•n'!en las cancentr•ciones de 
putrescina y esp•rmidina, pero ocurren cambios pequeho• •n la• 
niveles de espermina aurante este peri';)dC (82). Se ha establ•cido 
que durante le& dias ~-8 de gestación 5& incrementa r~pidamente 
la bic•lntasis de putrescina (54l. 

El ca~bio bicquimicc correspcndi•nte al incremente r•o•ntino en 
•l desal'"l'"Ollc embrionario asociado con la formación temprana d• 
scm1ta. el cual tema lugar'" •n el raton de 7 a 8 di••• 

Les efectos del tratamiento con DFMO durante las di•• 5-8 d• la 
gestacion (~4. 92) fuel'"cn inequivocos (9~). Los incl'"ementos •n la 
ac~1vidad ce la ODC y las concentrac1on•s d• putr••cin• Y 
espermidina fueron suprim1d•s y su•p•ndidc el avance d•l 
de•arrollc embr1onario m~• alla del septimo di•. El •mbrion 
subs•cu•ntem•nte se reabsorbe o pierde d•l út•ro. 

Estos efectos de la OFP10 pueden ser completamente revertido• por 
1• •dm~nistracian concomitante de putrescin• implicando la 
inhibicibn de la bicsintesis de la mi•~• como el m•canismo del 
efecto contra9est1on•l (82J. L• DFMO tambi•n inhibe •l desarrollo 
embl'"ionaric temprano en rata~ y conejo•. Entonces, una •levacion 
•n l• actividad de l• ODC conduce • un aumento en la 
concentración de putrescina, el cual caree• ser abscluta..nte 
esencial dul'"ante el periodo critica oespu•s de la imol•ntaciOn, 
o•r• continu•r el crecimiento embrional d• mamiferos CB2> CTabla 
7 .1 J 

El periodo critico de g•&tacibn murin• 
sucept1ble para l• inhibición por DFMO. cubre 
de a • lb dias del desarrollo embrionario 

identificado come 
la• etapas est•ndar 
de mamiferos. 

Extl'"apolando del ratbn, se administro DFMO, vi• el a;ua para 
beber'". para ratas y ccneJCs durante etaoae est~ndar del 
oesarrcllo. En cada caso se obtuvo la detencion completa d•l 
aesarl'"cllc embrionario. Entonces. los principie• fundamentales 
del m•tod~ de intel'"ruocián ~e la preh~= en el ratón generaliza 
poi'" los menos otrAs dos especies. Esta por determinarse si •Sto 
se lleva acabe en aauell•s especies dende l~s et•p•S se amplian • 
periCdOS m~G lal'"gOS (5q). 
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7.:? CANCER Y TUMORES 

En este apartado se hablará de los diferentes tipo9 de cánc~r 
donde h~ sido estudiada la actividad de la ODC asi como sus 
posibles tratamientos. 

7.2.1 POLIAMINAS EN EL TRATAMIENTO DE LA PROSTATITIS 

D••d• 1971, •• •ehaló l• posible relación de los niveles de 
poliaminas en orina con tumores humanos. A partir de entonces, se 
han realizado varios trabajo• ac•rca de loa niveles elevados de 

"poliaminas en dif•r•ntes entidad•• clinic••• y particularment~ en 
pacient•s con c~ncer. Se ha demostrado tambien la disminución d• 
dicho~ niveles después de tratamientos exitosos de alQunos tices 
d• cáncer, con inhibidores •sp•cificos de la bios!ntesis d• 
poliaminas <91J. 

Un ej•mplo es el cáncer de próstata, que est~ considerado como 
una causa d• alta incidencia de mortalidad. El hecho de que alta• 
concentracion•s de poliaminas en el cuerpo humano se encuentren 
•n la próst•ta ha despertado Qran inter&• por conocer su 
participación •n los proceses normales y patológicos de esta 
gl~ndul•• 

Con b••• en l•• ob••rvaciones anteriores y en •1 h•cho de que 
ta~bl•n •• encuentr•n alt•• ccncentracion•s de paliaminas en 1• 
orina de paci•nt•• con ctr•• enfermedades, •e ha •studi•do l• 
r•laciOn •ntre •1 carcinom• d• próstata y I• •>:cr•ciOn d• 
poliamin••••ncontr~ndo•• niv•l•• m•s •levados •n p•ci•ntes con 
c~c•r d• grade 11 o mayor C9, 91). 

Estos h•ll•zgos conduj•ron • ·••tudiar la 
poliamin•• en paci•nt•• con prostatitis. 

bicsint••i• d• 

Dunz•ndorf•r y Ru••ll •studiaron la bioslnt••i• de poliaminas •" 
paci•nt•• con prostatitis, adema• de basarse en l•s obs•rvacion•• 
d• que la DFMO disminuy• •l aumento de P••o d• la prOstata 
v•ntral d• la rata y d• las veslculas ••minal••, durant• •l 
cr•cimi•nto de la• rat•• (7, 67>. 

A•imiemo, •studiaron la inhibiciOn de la OOC por DFMO •" 
paci•nt•s con pro•tatiti• no supurativa crOnic•. Estos resultado• 
mo•traron una r~spuesta clinica parcial con d•sap•ricion de la 
h•m•tosp•rmina d•spu•s de la administración de IS g de DFMO/dla 
<LD50 ~g/kg de P••o> cuando •• administro oralment• por un m•• 
(7, 67, 91>. Algunos parAmatros bioqulmicos tal•• como gama 
glut•miltr~nsferasa, hormona lut•ini;ante <LHJ, t•stostvrona •n 
semen, ••1 como vitalidad y movilidad •spermAtica, mostr•ron 
c•mbios importantes en paci•ntea tratados con DFHO, incluy•ndo un 
•f•cto significativo sobre la actividad de la prOstata. 
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Duranta el ¡::ieriodo de tr11t.:i.mientc c:on la OF/'10 ~e cbo::;ervo una 
dl.sminuc:ión en el tam¡,f'lo ae Ja pros-tata, ":!olamen'!e en ~ ~e .21) 
pac:J.entes, se detecto und reducc:10n del ~ematcc~ito v de Ja 
hemoglobina. qua fue revertl.da dt.:"SQl.!é!i de ~ meses de s1,.1spengion 
de la terapia. 

Las observaciones anter1ore!f su9i.e~en t<Jmbi.en qLte la 
determ1naci6n de los niveles de poli.aminas en la orina puede ~er 
una prueba ~til para la detec:ci6n de la maligni:aci6n de la 
prostata •n una etapa potencialmente cur~cle (7. 67, 91). 

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

L• formaci6n de un tumor de piel en rat6n es rápidamente dividida 
•n 2 componentes que son llamados i.ni.ciac:1on y prcmociOn, La 
iniciación es acompa~ad~ pcr el tratamiento de la piel con un 
carcinOgeno en una dosis le~ sufientemente baja, quP. desarrolla 
tumor•s. sblc raramente. durante la viaa de los animales. La piel 
tratada par•ce contener algunas celulas que sen alteradas 
irrev•rsiblemente, de modo que la aplicacion de un segundo agente 
pcdria lograr muchos tumores, ambos benignos y maliqnos. El 
••QLindc •Q•nte tiene la capacidad única de lograr tumorew en piel 
P•ro no •• un carcinbgenc efectivo cuando se aplica a la piel de 
rat6n. El segundo agente, llamado •9•nt• promotor, es 
•J•mplificado m•Jor por el diterpeno 12-0-tetradecanoilforbol-l~­
•c•tato CTPA>, el cual fue aislado del aceite de croton. El TPA 
promueve tumor•• d• pi•l en raton cuando se aplica 12 veces 
••manalm•nt•, en la pial da ratones, en el rango de dosis de 1 a 
10 nmol por 0.2 ml de ac•tona, dependiendo de la natural•:a 
Q•n•tica de los ratonas. Esto causa respuestas en cultivos de 
cllltlul•• an nivel•• de 10-7 a 10-10 nrt. 

La primera •vidanci• d• l• inducci(ln da la ODC por TPA y l• 
•l•vacibn reaultant• de la putreacina y espermidina, qui:á• como 
un componente •••ncial dal proceso de formaci(ln de un tumor fue 
reportad• por O'Brien et al. El TPA induce la •ctivid•d de ja 
ODC, tanto coma, 300 v•c•• en ~ horas, despu•s de l• dosisfde 
TPA. 

El tr•t•miento de la piel de ratOn con agentes C•rcinoQ•nicos y 
promotor•• de tumores, inducen la actividAd de la ODC. A fin de 
determinar la relevancia de la induccibn del mecanismo de la 
formaciOn del tumor en la piel, se han realizado varios 
eMperimantcs. Estos incluyen l• determinaciOn del efecto d• un 
nómaro d• protocolos eMperimentales sobr• la indu~ci6n de la 
•nzim•, el nivel de sus productos en •l tejido, y l• incidencia a 
tumor••· Lae variables incorporadas dentro de los protocolos 
incluy•n• 

1) L~ estructura dul agente responsable par• la 
obtencion de tumores. 

2) La dosis del a9ente. 
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~' ~l ~i~c~a de lss sust3r.=ias c~paces de modificar la 
inducci.::in a• l!>. en::im.i. y la incide"lcia ere tumores. 

Las mas recientes incluvon les inhibidores de la sintesis de 
prostaglanain~s, retincides, ciertas poli3minas. y alfa-DFMO. En 
todos los casos, las alterac1cnes on la actividad de la ODC y el 
nivel de putresc1na en la piel son alteraciones paralelas en la 
incidencia del tumor. ' 

Esto concluye flUB les niveles ele•1ado!; de la ODC y/e su producto 
putre9cina o sus metabol1tcs juegan un papel esencial en l• 
promocion de tumores, e~cluyendo la sintesis de putreecina, en 
re•puesta ~l tratamiento con un promotor de tumor inhibiendo la 
formacion del mismo. La especificidad de la alfa-DFMO para la 
inhibic1on de la actividad de la QDC y su habilidad para inhibir 
la promoci6n del tumor baJO protocolos idénticos, proporciona 
evidencias muy fuertes para apoyar esta conclusi6n. 

La inhibicicn de la 1nducci6n de la ODC es dependiente de la 
cantidad de OFMO aplicada a la piel de ratcn una hora antes del 
tratamiento ccn TPA. Una dosis tan baja como 0.04b mol de DFMO 
causa la inhibición~ y la cantidad inhib1d• d•l 59 y 90% por 
0.137 ...-mal y 1.37 ,.l"mol, respectivam•nte, cuando se aplica en 
0.2% de una me:cla de •olvente. Ademas una reducci6n en ambos 
niveles basales e inducidos de putre•cina en la vpidermis, 
ocL1rren despues del tr•tam1ento con DFMO <94). 

7.2.3 INHieICICN DEL CRECIMIENTO TUMORAL 

Si9ui•ndo l• cb••rv•ci6n de que la DFHO inhibe fuert•m•nte el 
crecimiento de c•lulas tumorales L 1210 en cultivo (32, S2>, 
Prak••h et al probaron les efectos de •ate inhibidor •n los 
ratone• •cbrevivi•nt•• inoculado• intrap•ritcn•alm•nte con 
c•lula• leucemica• L 1210. La inyecci6n intrap•riton••l d• 200 
mg/k; d• OFMO cada b hora•, increm•nta la •cbreviv•ncia d• 7.6 a 
9.3 di••, un re•ultado impresionante en e~te crecimiento vigoro•o 
d•l tumor cuya virulencia, es un desafio terape~tico para 
cu•lquier r•qimen. El tratamiento con DFHO reduc• la al•vaciOn d• 
la actividad d• l• DFMO en los ba:os de ratones infectado• por 
75% y las concentracione• m~• b•Jas de putr••cin• y ••permidin•• 

Marcados efectos anti tumorales fL1eron subsecuentemant• 
demostrados contra el sarcoma mamario murinc EMTb, duranta la 
•dmini•traciOn de CFHC en una solucicn al 3Y. en agu• de consumo 
normal. La respu••t• fu• aquival•nte a la que se obtuvo con 4 
inyecciones semanales de ciclofosfam1da, 100 mQ/k;., y wr asociO 
otr~ ve= con la inhibiciOn de l• ODC tumoral y la di•minuci6n d• 
putrescina y e•P•rmidina. Un aspecto •ignificativo, fu• la 
reversion completa de loe efectos antiprclifrrativca de la DFMO y 
la deficienci~ de la putre•cina y esperm1dina intracelul•r por l• 
administr.:\cl.On de 1, t•-, <metil etanodilideno-dinitrilo); bis <3-
amino;u•nidina), un inhibidor dn la diaminccxida•• y la 5-
adeno•ilmeticnina descarbcKilasa. Esta observación implica l• 
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reduccion d~ las paliaminas come p~rte cal c~ecto lnn1~itcr 1 a 
sacre el cr•cimiento del tumor. 

En otros e11perimentos. los ef~ctos i!lntitumorales sustancialeG se 
obtuvieren centra les tumcra~ mamarios t78, 9~) inducidos por 7, 
1~ d1metil~en:Calfa)antracano tDMSA). En ratas trat~das con DMBA 
en el dia ~O de vida. los tum~res cc~en~~ron a aparec•r después 
de 50-60 dia5 y todas li!IS ratas tuvieron tumores dffspuea da 105 
dias. 

El tratamiento iniciado 30 diaa d•spues del DMBA con DFHO al ~r. 
en el agua de consumo diario, marcan lentamont• la apariciOn d• 
tumor•• y, a pesar de la suspens10n del tratamiento de la DFMC 
ant•• de la autopsia, reduce ca•i a la mitad •l prom•dio d• 
tumores. 

Estudios m~• recientes se han concentri!ldo a la acci6n •ntitumoral 
de la 00~ administrada en comb1nacion con loa a;ent•• 
antitumorales establecidos. Cuando la DFMO se combina con 
adriamicina o vind•sina contra celulas leucémic•s L 1210, 
carcinoma mamario murino EMtb y el hepatcma d& Morris 7~88 C •n 
ratas y con ciclofoafamida contra EMtá y el c~ncer mamario 
inducido por DMBA (3~, 82>, se observa un efecto da pot•nciacion. 

~o• efecto• antitumcralas de la DFMO han sida obtenido• sin 
nin9una toMicidad. Esto significa claramente qua por la 
inhibiciOn de l• bios1ntesi• de poliaminas, el tratami•nto con 
DFMO dieminuye el cr•cimiento del tumor efactivament• y sin l• 
acciOn tOttic• de otras drogas antitumorales (82). 

Lo• efecto• inhibidor•• de la DFHO, aon compatibl•• con lo• 
•f•ctos de la droga sobre varias lineas celulare• cancaro•as y 
tumores sOlidcs. Ha sido demostrado que la DFMO potencia la 
acciOn de otr111s drcqAs tl'le~ como Ci'!'lolPtinl", 111d""iEr.-!.c!!'".E:, ! 1 
bia-<~-clorcetil)-1-nitrosourea • interferon en lineas d• 
roedor•• y c•ncer humano. 

Se t-.a obtenida informaciOn de la eficacia rel•tiv• de S 
antiestrOg•no• qua son drogas potenci•lmente Utile& en •1 
tratamiento c• c•ncer mam~rio humano, Lo& efectos inhibitorios,d• 
••tos ccmpu••tcs en celuliP• MCF-7 est•n en el sioui ... "t• ...... n.,. .. ~ 
¡.:eo>:ifeno....,tr101:1,eno ....... L'J l l 7Vlt:l•HO-l a.m>tamo111 feno>H0-T"1JI " (4-
hidro~itamottifeno> (78). 

7.2.4 LA ODC COMO INDICADOR DEL GRADO DE MALIGNIDAD DE TEJIDOS 
NEOPLAST1C05 HUMANOS 

Se ha determ1nado la coneccien entre l~s poli~mina• y el =~ncer 
humano, en particular. para el uso de los niveles d• actividad de 
la descarboY-ilasa que b1osinteti:a a las poliaminas, DDC, como 
indicadores de la ruta de crecimiento y consecuentemente d• la 
mali;nicencia de algunos t1pos de neoplasias humanas. 
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E.n JQ71. r.o~el 1 y Eore1nr.r demcstr:arcn una e~:c:-~<::i~n oJ.arJ.i! 
elevaca e~ ooli~minas po~ pacJ.entes con c~ncer o pcr pacJ.an~e9 
ccn Cl.Etl.nurJ.a. Es~o J.nmedia~amente enT~tJ.:o que no es cesible 
c:onsJ.derar un J.rocremento en la el iminac.i.Cn urinarJ.a de 
polJ.amJ.nas. como un nei:::na bioquimic:c c.a.ri'<c:teri!itico del estado de 
neoplasia. 

Otras numeras~& observaciones han confirmaco la el~vaciOn 
del contenido de poliaminaa en las orinas de pacientes con 
malignicencJ.a y de pacientes can una variedad de enferemedades 
como Por ejemplo pacrJ.asis, fibrasis qui&tic:a, lupus eritematoso• 
aist•mico, algunos errores innatos del metabolismo de 
amino~c:J.dos, iniec:cic~e~, anemia perniciosa y hemolit.ica. 

Se midieron los niveles de actividad de la P9D en diferente• 
tipoa de teJidoa primarios neopl~sticcs humanos. El incremento d• 
las actividades de la P9D, especialmente de la ODC, hen •ido 
observados frecuentemente en lo!t oncoloQia ei:perimental. De manera 
adJ.cional, investigaciones con hepat.oma5 de rata con di+erente 
velocidad de crecimiento y durante la c•rcinooéne~i• quimica •n 
la piel de raton, han J.ndicado que el grado d~ aumento de la CDC, 
podria utili:•r•e como indicador bioquimico de la •Ctividad d• 
crecimianto necpl&stico. 

Lo m•e real de lo• datos presentados son las diferencia& en lo• 
niveles de activJ.dad de la P~D en vario• tJ.pc• da tumor••· En 
detall•, el orado de aumento en la activid•d d• la ODC 
correlaciona bien con la ruta del crecimiento neoplastica, ya que 
entre le• epiteliomas cutbneos es mas grande en carcinomas 
celulare• escamosos que en los epitelomaa celulares ba•alee 
<Tabla 7 .2). 

La magnitud de la elevaciOn en la actividad de la CDC del •i•t•m• 
nervioso central relacionado con los tumores es proporcional a l• 
mali9nJ.dad. En ef•cto, loe nivele• de activJ.dad de la ODC son m•• 
9randes en el 9rupo de astracitDfll•• diferenciados <por •J•mplc 
a•trccitcma• d• grado 3 y 4, a9trocitom• y Qlicblastom• 
ihu.ltifornoe) 4ue en el 9rupo de a.st.rocitom•• diferenci•dos <por 
ej•mplo ••trocitomae de orados 1 y 2). Lo mi&fllD •• v6lido para 
los menin9icm••• entr• los cuales las forma• t1pic•• tien•n una 
actividad m•• baja d• la ODC que en la• formas no tlpic••· El 
e&pongio blastema pelar, el cual Qeneralmente cree• como tumor 
in~racraneal, muestra la actividad de ODC m•s baja entr• les 
tumores cerebr¡i,les. Al contrario, los meduloblastomo!le, t1.1mores 
del cerecro elt~mente m~lianos. muestran 1~ actividad m~5 alta dP 
o~c de todos los tumores restantes del sistema nervio•o centr•l 
e!l.tudiadcs. 

En la parte C de l• tabla 7.~ ~e puede observar. la disminución 
dramatica an la actJ.vidad de la ODC en leucocitos tomado& de 
paciente con leucemia mielo1de cronJ.ca, después d• una 
quJ.mJ.oterapia eitJ.tcse.. 

Sn inues.tra q1.1e el 9rodo de e.ctividir.d de la CDC c:orrell\c:iona con 
el grado de mal19n1dad, en dlfe~entes tJ.po' de tumor humano, aUn 
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TADU. 7.2 

•IVELl:S DE LA ACTIVlDllD DE LA Otc EN VARIOS TIPOS DE TUMOR HUMANO 

A) gran.10M!!s CU!AN!:OS 

aptt:ello.q ••l11U1r H••l 
c..rcl11e1111• c•llll•r ••C•iac:i•o 

a)~ DELSJm: 

aepani¡.1.Clbl••~• pol•r 

Aetrac1t-• d1f•renc1•do• 
(9r•dcJ 1 &. 2) 

Aetrac.1.tocus dedlf•r•nc1•­
do• (9r•do• J &. 41GIGJ 

,_ .... 1-. t.lp1ca 

,._lag:lCIUI at.lptco 

el LIUCUCl'fCS uuc;aucc. tau.) 

•ta b'•t••lent.o 
,,. ..... del 1• t.er•pl• 

l.5! º·' .!2.a,.7.:. J,.,! _ 
Pe 0 001 

•.s! 1.:za 

Jo.1! ... ,, 

-~~;001--

•. ,• n ,, 

14.7! 2.71 

-.<.:-01--

,,, 
"' 

"' ,,, 
"' 
,,, 
... 

"' "' 
t.o• r._lt.•do• • ••preNn - -l•r•• pra.ed1o ! ecror e•Ulndel'. 
•1 nl1iiMnt de J'9Clent•• •• t.adlca en J'91'fnt••l•. 
1JC • lbt ... •-r•lo•o Centl'•lr GM • Glloblaat.o.a -.aJ.tlforaer 
CML • &.ue•l• Kl•lold• Cr6n1ca. 
i.. el9•lfleancl• ••tadl•t1c• •• evalll6 pol' 1• pruebll d• .S. de ttudent 
mot • &lietMtabl• pero no ftedlble. 

ClJI 
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:!.Ja-.e-= "':..:.e~en diTerentes origer,es genetic:i'!!, 

-=e ::r--s.:.ee!'"a que se ct.tede utl.li:ar el grado de elavaciOn en la 
e--=:-:..:.•.1.:.-=~--= de la ODC como un J.ndicador de la ruta de crecl.m.lento 
~eoclast.:.co, lo cual signi.Tica el grado ae malignidad del tumor 
1.:::· •• 

Finalmente, cuando se comcara la confiabilidad de las 
de"':.ermi.naciones del contenido de poliamin~s con las 
determinaciones de los niveles de ODC como herramientas de 
dJ.aQnOstico y pronostico en las diferentes ár•as de la oncoloqia 
clinica, se tienen las siguient~s observaciones (3~)t 

1) La mediciOn de los niveles de poliaminas en fluidos 
fisiolog1cos, pueden utili:arse para una evaluacion a corto 
pla:o de un curso especifico de l~ terapia y para la detecciOn de 
la remision o reincidencia de la en~ermedad, pero es de poca o 
~.:.n;';.Jna utilidad en la !!'valuación el grado de malignidad del 
tumor, aún cuando este combinado con el ensayo .de poliaminas en 
el teJ!do necplástico. => Los niveles de la actividad de la ODC sen los 
mejores indicadores del grado de malignidad del tumor, pero no es 
de ut1lid~d en la evaluac1on de la eficacia de la terapia. con la 
e>:cepc.iOn di!' neoplasias tiomatolQgicas, en las cuale5 los ensayes 
de los niveles de lft en:ima en las células tumorales son 
reproducibles. 

7.2.~ GUIMIOTERAPIA DEL CANCER 

La iniciaciOn del crecimiento C•lular en mamiferos tanto in vivo 
como in vitro •• acompa~ada por un incremento en la actividad de 
las •n:ima• bio•int•tica• de las poliamina• y •n la• 
conc•ntracion•• de las poliaminas. 

Si la bio•intesis d• poliaminas s• detiene o interrumpe, el 
cr•cimiento tambi•n se detiene o es l•nto, y •n algunas 
circun•tancia• ccurr• muerte celular. Porqu• las c•lulas 
neopl•stica• cr•cen m•s r•pido que sus contrapartes normales la• 
vias btosint•ticas d• las poli.aminas son "blancos" obvies para la 
terapia del c•nc•r (79). 

El pos1ble uso d• la DFMO como a9ente quimoterap•Utico contra el 
c~ncer (74) y los inhibidor•s de ODC relacionados como agentes 
antic.ainc•r fueron revisados por Sjoerdesma f, Schechter y Jann• et 
al. La acciOn antiproliferativa de la DFMO sugiere que podria •er 
efectiva en el crecimiento lento d•l tumor, lo qu• ha sido 
demostrado en modelos experimentales. No obstante, la falta de 
los efectos c1tot6xicos. tambi&n implica que es poco probable que 
sea clin1camente efectiva y este Farece •or el caso. 

Desafortunadamentl!' esto so aplica aún para esto9 tumor•s tal•• 
como peque~a• c&lula9 de c~rcinoma de pulmon, en las cuales se 
encuentra qu• la DFMO I!'• citotOxica <7>. 
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E:n ,¡olgunc:i mcdoa-!:'ii. in vivo v in vitr-o en loi5: c:.1al~s ee hfln 
estudiaao. ll'IS ccnclt'ntr-ac1oni?!I ce las pcli.iimil" . .as, l:i't DFl"!O c:111•.ts.:'\ 

poca o n · ;una citoto1:1c1dadi el c:recim.&.~nto e¡¡ l.nn1b1de o 
intarrump1~0 mientras las celulas ccntinuan v1ables. 

Sin embar9 la 
céJulae peq eMas, 
1116 (79). 

DFMO es e:. toto•1ic~ po111r• carc.inoma hum11.nci de 
c~lulas t.~morales Ce rata c;JL y mi.,.lom=-. mt.:i""'ino 

Aunque es 
talea como 
•ntitumoral 
activos an 

posible ~u& los inhib1dore~ m~s potente• de la OOC 
=R. 5P.>MAP, les cuales son m~s eiectivos como agentes 
s en macelos animales. podrían tam~ien ser mas 
J tratamiento e~ neoolasmas humanos. 

A un nivel simple e~ posible utili:ar- lo~ inhibidcras de l~ ODC 
para preven1r o retal"'di!l.r la ruta. del crec:1miento del t1.1mor- •ntre 
las dosis de la ~e~•o1a con r-ad.iacion u otros agentes 
quim1ot:erap ~1t1co~ m~s t~>::J.cos. 

Se sugirJ.ó ¡que la preel'lri!'lc16.., de la combinación cf~ OFMO ':it:>';L'!.:!; 
por l• •dministrac.ión d~ MGBG poOria aumentar la activ1d•d 
antitumoral de la MGE<G. por- su incrementaoo cons1.1mo celular. El 
m•yor pr-oblema que se tiene con •1 MGBG como un agente 
antitumoral s su toi:icid•d. 

S• ha suge ido que poor-ia tener efectos quimioter•peUticos 
benéficos, a co~bin~c16n de inhibidcres de l• bios!ntesis ce 
poliaminas on ag•ntes antineoplasticos, lo• cual•s se unen al 
DNA. Sin emb rgo, •• debe •er cuid•doso •n l• ••lección de e~tes 
agent•s aU cuando el pr-etratamiente con DFMO reduc~ l• 
••n•ibilidad a ciertas drogas, incluyendo cis-platinum. Este 
descenso S• correlaciona con una declinación •n al n~mero de 
•ntrecru~•mi nto con pl•tino. Estos r•sultades enfatizan que la 
reducción d poliamin•s pedri•n originar camOios significativo• 
en l• cr-om~tina y la estr-uctura d•l DNA y que los efectos de 
estos C•mbio• podr-ian ser complejos <7J. 

7.3 PSORJASJS\ 

L• psori•s1s 
poca& veces 
contagiosa, 
remiaiOn tot 
eritemato ese 

L• topoqr-a<fi 
lo• sities d 
entensora de 
l• r-egi6n • 
er-item• y ese 
tamana y for-m 
escam• es muy 

es una enfermedad cut~nea in~l•matori• cr6nica, 
aguda, d• c•usa desconocida, r-•curr-ente. no 
voluciona en brotes separ~dos por- periodos de 
l o de franc• m•Jor-ia y constituida por Pl•c•• 
mesas en dif•rente• par-tes de la piel (89, 90J. 

de las lesiones de l• psor-i•sis es var-i•d• (90> y 
pr-edilecc~Qn son l•s sali•ntes os••• <S9J, cara 

:-ttr•midades. rodill•s y 1• piel c•b•lluda asi como 
cr-o::igea <e9, 90). L11s lesiones elementales son 
ma. siempre combinadas y <fer-mando placas da diverso 
• Por- lo gener-al las plac•s son bien limitadas y la 
blanca, ce •specto yesoso y gru•s•. Otr-as veces ne 
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&-:S ':..!>.!": ~~·.in-::eo.n":.e •1 descuDre el eritcmeo. :sucy.:\Ct!ntli' (901. 

El c:i..,,gno'!l<:.:Z.CO ti~ la p!i!ioria!li!iii ris genera.!menta snnc.!.llo cor la 
mor.;:01 ::u;i'°' t.iln tioica ae l ills lesiones cer•c en OCi\!ll.Cnes O'l' 
necesar~a la avuda de la histopatologla (89, 90). 

Auncue la d\.t!"'aciOn preci&a del ciclo celul.Dr p5orii!tico todavia 
es~~ en dl.Bcusicn, no hay duaa que hay un gran nomero de celulas 
proliferando dentro de la lesibn de la oaidermis. Entonces. esto 
es ra:onable para especular que las poliami.nas pcdr1an estar 
involucradas en la proliTeracion de células lesionadas. 

En 1975 1 Proctor et al reportaren que los niveles de espermidina 
y espermin~ son més altos en la sangre de sujetos con psoriasis 
que en les sujetos control. A•imismo encontraren qu• los nivelse 
d• esp&rmina y espermidina en biopsias de piel en pacientes con 
psoriasis fueron más bajas que en biopsias do sujetos control. Su 
espera un contenido elevado de poliaminas en sangre de pacientes 
con psori.asi.s que las que se encL1entran en pacientes control. 

En un intente para rasolver e$ta discrepancia <un contenido mas 
bien baJO que alto de poliaminas en la piel da pacientes con 
psori~siel, se propuso la mediciOn de les nivP.les de poliaminas y 
la• actividades de las enzimas biosinteticas de las mi5mas •n 
epid•rmi• involucrada y no involucrada de pacientes con psoriasis 
y en epidermis normal. Se midib tambien el contenido de 
palie.minas en ori.na pero ne en san~re encontrandose los 
si9uientes niveles de palie.minas (putrescina, espermina y 
••p•rmidina 1: 

11 M•s altos en la epidermis afectada que l• no 
•f•ctada de paciente con pscriasis. 

2> M•s altos en'epidermis afectada de p•ciente~ con 
psoriaai• que en la epidermi• normal. 

3) H•• altos •n la orina de pacientes con psoriasis que 
•n crin• de •uJ•to• control. 

La actividad de ODC •s 6 veces 
involucrada que en la ne involucrada 
•pid•rmi• norm•l. 

més grande en epidermi• 
de pacientes con psori••i• o 

Despué• d• 24 horas de un 
inter•s actual (0.05% de 
lesiones pscriáticas in 
marcadamente inhibida. 

pretratami•nto de un glucocorticoide d• 
crema de diacetato de difluorasona) •n 
vivo, la actividad de la ODC ·fu• 

La alfa-MO es un inhibidor conocido de la actividad d• la ODC de 
fuent~s no cutaneas. Se ha demostrado que la alfa-MO inhibe la 
actividad de la en:ima cuando la ruta de é•ta •• via lesibn de 
epid•rmis pscri~tic•. 

Agentes 
les1orioa 
<e:J. 

simil~res podrlan reducir los nivelea do pcli3min~s •n 
psor:z.~ti.cas sl la absorción pe~cutanea pudiera legrarse 

En 1978, Elohlen et al repcrt.aron q\.•e las concentraciones de 1•'15 3 
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poliamin~o ~en ~i9nii1cat.iv~mente ~lav~das ~n l~s1one9 d• l~ c~~l 
con psoriasi9 cuanoo se campar~ c~n 1~ oi~l ce 9UJ•tos c~n~roi 
(83~ 84), cuando se tratan los pocientas ccn psor~as1s ~en 
aplicaciones de ditranol 10.05-Ct.37. junto con 1(11. de acido 
salicllico en petróleo) durante ~5 a 40 d1as. Las poli•m1na9 9e 
determinaron por cromdtografi• de liquido•, en los soorenadantas 
de biopsias de piel homogenei~adas, sobre un dnali~ador •ltamente 
sensibl9 de amino~cidos (94). 

En los estudios anteriores 1 los niveles de las tr•s ooliaminas 
son elevados en las leaionos de psorias1s en comparacibn can los 
niv•l•s en 1• piel norm•l d•mostrando que la farmacion de 
poliaminas se incrementa en las lesion•• psor1aticas 193). 

La potencialidad terapaútica d• la farmacologia de la& poli•minas 
en la psoriasis es obvia. Experimentos en sistemas colulares 
basicos, muestran que si se reducen lo• niveles de poliam1nas 
marcadamente, la proliferacion celular es lenta. En la psorias1s, 
los inhibidores de la fcrmacibn de las poliaminas pcorian 
considerarse para un uso experimental nuevo. 

Se ha mostrado recientemente que los retinoides orales S• han 
utili~ado para aliviar la psoriasis. pero su mecanismo de acci6n 
es desconocido. Sin embar;o. es claro que los retinoides inhiben 
marcadamente la producc1on de poliaminas posiblemente por un 
mecanismo parecido al de una hormona asteroide, que bloquea la 
eKpresibn del gene de la DOC. Es interesante conocer esto. si el 
efecto ben•fico de los retinoides eralas en psoria•i• podria 
estar relacionado con la habilidad de lo• r•tinoid•• para 
inhibir la formacibn de las poliaminas en la• lesi~ne• (83). 

Aalmi•mo se ha utili:ado cllnicamenta la DFMO en el tratamiento 
de la p•ori•si• (741. 

7.4 INFECCIONES 

En este apartado se hablar.ar. de diTerenta!:I enfermedades par"'sit.,,·s 
y sus posibles tratamientos. 

7.4.1 TRIPANOSOHIASIS 

El Trip•no•CMI• bruc•i brucei es un proto:oario del orden 
cinetoplastida, los cuales se caracteri:an por la presencia ~· un 
cinetoplasto, una re910n de la mitocondria que contiene DMH y se 
locali:• cerca de la b••• del fla9elc. T. b. bruc•i causa 
tripanosomiasis bovina (Na;ana> en ganado., y los or9,.n1smc• 
relacionados T. b. rhode•i•nse y T. b. 9ambi.n••• c~usan la 
enfermedad del aueho en el hombre <7, 23, 5~). 

En sus húespades mamlferos, estos para&itos viven •n la •angr• Y 
linfa tan bien como en otros tejidos del cuerpo dende ne divioen 



por ~isi~n 01naria. La transmigiOn de Ja en+ermad~d involucra un 
insecto vector, la mosca tse-ts•. 

Bacchi et .al iniciaron estudio9 e::pttrimentales con OFMO en 
tripanosicma91S 1~3, 113> culminados en ~1 de9cubrimiento de un 
efecto curativo dr~matico de la OFMO en ratones infectados con 
una cepa virulenta de T. b, brucei. 9acchi et al desarrollaron 
una serie de evidencias de las funciones importantes para las 
poliaminas en tripanosomas y en el mecanismo de acciOn de varias 
drogas tripanocidas (113>. 

Se infectaron ratones con 5K10• de T. b. bruc•i con 24 horas de 
anticipación y tratados con OFMO que incluya en el agua d• 
consumo diario que se les administra, pueden s•r curados 
completamante, mientras que los ratones no tratados murieren 5 
dias despues de la infección. A aquellos a los que se les diO una 
solución al 1 o 2Y. de DFMO en el agua de consume diario, se 
curaron totalmente <23 1 82, 11~). Los parAsitcs desapareci•ron de 
la sangre 5 dias despu•s que comon=6 el tratamiento y los frctis 
de sangre tomados 30 dias daspuás de muertes los controles, 
fu•ron nagativcs <Tabla 7.3>. 

Como •• indica en los resultados de la tabla 7.3, •• tienen la• 
siguientes evidencias (113>1 

1) Una respuesta dosis-dependiente de·oFMO en este modelo, con 
animales recibiendo la drog• COfllO una ealuciOn al 1 6 2X en el 
agua de consumo diario, llegan • estar desprovistas de par~sitos 
dentro de los 5 dias de que se comienza el tratamiento y 
permanecen desprovistas de ••tos por m•• de 30 dias. 

2> Evidencia farmacolOgica de que la acci6n curativa de DFf'10 
se debe a la inhibici6n especifica de la ODC de tripanoacmas y l• 
reducci6n de las productos de aminas en las par••itos. Esta 
evidencia es proporcionada por el hacho de que las anim•l•s 
infactadas a las que se las •dministra espermina, e•per•idina o 
putrescina Junto con 1 6 2Z de DFMD retienen la infecci6n y 
~v~ntualm"!nte m•.J~ren mientras que compuestas m•• grandes y 
homOlagos de putrescina no tiene ef..:to. 

3) Basados en la evidencia de que vario• tripanosomas aperan 
por la vi• de un mecanismo de poliaminas y que sus acciones ·sun 
intensificadas par la DFHD. 

Los efectos benéficos de la DFMD se ravierten por .l• 
administraciOn conccmit•nte de putrescina, implicando la 
inhibiciOn de la bicsinte•i• de poliaminas come el factor critico 
en la respuesta bialbgica (82). 

La DFHO actúa en lo• tripanosomas bloqueando • 1• DDC 
biosintesis de pcliaminas es apoyada por estudisa in vivo 
la sintesis de putrescina de L-<3-3H)-crnitina. 

y •• 
9obre 

Este tipo de eMperimentc in vitre muestra que la DFMD ahadida al 
medio de tripanosomas intactos en suspensiOn bloquean Ja 
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TASIA 7.3 

EF2CTOS DE LA DFMO SOBRE INFECC%0NES DE TRYPANOSO~ 
BRUCEI BRUCEI EN RATONES 

DROGA. R!'.GIMEN DB TRATAMIENTO 

• · J.a 4roga •• a.-ln1Kr6 .., el agua c1e c••WMJ c1l.arlo. 

b ••f erenel• 23 

109 

DOSIS TOTAL 
DB DFHO 

(mg) 

o 
600 
300 
300 
150 
112.s 

75b 
75 
37.5 

~g,, 
300 
300 
300 

0.2• 

SOBREVZVEN­
CU PROME­
DIO 

(dha) 

o 

30 
30 
30 
30 
22.6 
4. "-

2e. 6b 
2.5 

~ 

(S3) 



b1os1n~es~s oe outr9seinQ. Adem~~ ge encentro Que la dro9~ en 1V­
:?5~rl oic!:J•..ie.11 la formacicn de pl.•tre.oscJ.ni:'I de 13Hl-orn1t1na por m.t;s 
dal SOY. un ••itriletos crudos d• T. b. bruc•i· 

Los ratones a Jos que se les dio putrescind, espermidina o 
esp~rmina =~r~nte el curso de la 1nfeccion y tratado~ con DFMD 
sobrevl.Yiercn solamente de 10 a l4 dia~ mas que los controles y 
eyentual~e~te murieron. 

Finalment~. ~omo el tratamiento con DFHO causa un• r&ducci6n 
gradual •n Ja p•rasit•mia antes del aclarami•nto #inal d• l• 
••ngre •n los primeros 5 dias. Esto paree• consistente con un 
mecanismo total d• •cciOn que involucra l• detenci6n de la 
replicación c•luJar •nt•s de Ja citotonicid•d parasit•ria 123). 

L• naturaleza no t6nic• de la DFMO y •l •xito d• Ja 
admini•tr~ción oral sin precedentes en Ja quimioterapia d• 
tripanoscmas. aumenta el optimismo para la utili~aci6n de e•te 
compue~to en al9un~~ formas da tripanosomiasis en •nimales y 
humano• 162). 

Se ha encont~ado Que la DFMO es un agente efectivo en el 
tratami•nto d• en#erm•dades del su•ho en hum.nos, caus•do por 
trypano•CN11•• Africanu•, y e• activo aun en lo• ca•D• d• 
tripanc•cmia&ia melar•cp1al-re•iatentea fatal•• d• fase tardia. 

La ODC de T. b. bruc•i no es maa aen•ibl• • la DFMO <Ki d• 139 
,¡11M> qu• la OOC de laa c•luJaa de mamifercs. La OFMO •ntra a los 
para•itos pcr difu•i6n pasiva, d• man•r• no hay consumo 
••lectivo de la droga. Hay un gr•n d•cr•m•nto •n l• rL1t• d• 
•int••i• d•l •cido nucleico en •l T. b. bru.cei tr•tado con DFMO y 
l• r•ducción d• poliamin•s induce cambios morfológicos de forma• 
alargad•• a formas corta• con n6cl•o• m6ltipl•• y cin•topla•to•. 
Esto• cambio• •on con•i•t•nt•• con l• id•• d• qu• loa 
tripano•Ot11a• requi•r•n poli•mines p•r• l• r•Plic•c16n C•lular 
norm•l· E•to Mu•atr• qu• •l siBt•m• inmun• pu•d• matar • lo• 
par•sitoa cuando •u repltcaci6n •• lenta por la r•ducc16n d• 
poliamin••· 

Se h• •ug•rido otro po•ibl• sitio d• acción, por loa r•ci•nt•• 
d•scubrimiento• d• qu• loa trip•noeom•s canti•n•n una qlutation• 
r•ductase, la cual r•qui•r• un co#actor cont•ni•ndo ••P•rmidin• 
p•ra •u •ctivid•d• Este cofactor, llam•do trip•notionina, ha •ido 
purificado del in•ecto tripanosoma Crithidia f••ciculata. y ha 
•ido identificado como N 1 , N 8 -bia<L- t-glut•mil-L-h•mic.istinil-
Qlicil>•spermidina.. La sintesis de est• cofactor podria 
bloquearse en célul•s en las cuales se reduc• Ja e•p•rmidina. Sin 
•mbargo, esto no pU•d• ••r pue•to qu• Ja tripanotiona no ••ta 
pr•••nte •n Ei••ri• t•n•ll•, cuyo cr•cimi•nto •• fu•rt•m•nt• 
inhibido ~or OFMO C7>. 

7,4.J.1 rRIPANOSOMA ~P.UCEl RHODESIENSE 

Otra demostracibn d• loa efectos de 1• OOC sobr• la• infecciones 
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1:r.LpJ:noso~.,:es el"\ r-.11.tones !!IO et':!c-:uc.- '...:':l.i.:.:,. ... ::.;: ..,., T. b. 
rhadesiense :e '!nim"'le!!: y dio>l hambre. Ld CG!:!~\ ~~~11-:::-me CT oe T. 
b. rhad.,s1ense eg t•JO% letal ~éll"ill r!l':Ol"~!i .-..:,- 1.1",•.:·.,-+3 doncro ae 
les ó cias cte 1nteccion cor 1\.11)Ó tripancscma.11.. 

P3ra estudi.ar les ofli'ctos ce la DFMO, cu•tre o;r•..!pos de ::; l"'atones 
hemora, roci.bier-on 1(11)0 tr-ipancscl'\a9 cad:1. ur.e. Lo<J 9rupos 
recibi&ron ::?i'.. 1% y 1).5% c!e DFHO en el 1!!1Qua =e ccns~1mo CJidrio, 
comen:ando en el di~ de inTec:ion. El grupo c~n~rol no rec~bió 
nada. Como el ratón centro! comen:O a morir- •l cuarto dia, se 
busco la pre~encia de para~itos en la !ll•ngre residual del ratón 
diariamente. Loa aniinale!3 deberian morir a lc15 peces cias cespues 
de que la concentración de tr-i.pancsoma9 alc~n:a 11)8 /ml. Se ha 
comprobado que la concentraci.On del ::?i'. de OFMO ti~ne una acción 
protectora l::?3>. 

Los resultados !!Ion similares cuantitativamente ~ ~cuellos con T. 
b. bruc•i <Tabla 7 .::) excepto que las curas del T. b. bruc•i 
fueron cctenida!i con tY. de DFMO dadiP. un d!"" desp1..1e11 de la 
inTecciCn. y con tint.•ada durante t~e-s di as. L.!ts d.i.ierencias 
apar.rente!I en los resultados de les des e::perimeritcs, podrian 
deberse a uno o mas de les siguientes iactcres i=::)1 

a) T. b. bruc•i podria di.ferir apreciablemen~e de T. b. 
r-hod••i•n•• en su 'liuceptibilidad ao. la droga. 

bJ La cepa de T. b. rhod••ien•• pcdr-ia r?tpidi':mente invadir 
los e9p•cios de tejido, dende las concentraciones de la dl"'oga no 
•en ricas en niveles c1..1rativos. 

c) El sistema inmune del hué'!iped puede responder meno& i'I 1,.1na 
infecci6n por T. b. rhod••i•n••~ apoyando la ter-cer¿o., po!!!ibilidad 
obt•nida de que las difer-ente9 cepas genéticas de ratCn diTieren 
en •uceptibilidad. No obstante, •sto claramente aignl.fica que 
para ambos T. b. bruc•i e T. b. rhode•i•n••• la DFMO tiene un 
•f•cto protectcr y permanente en las infecciones rapida5 
fulminantes • 

7.4.2 COCCIDIOSIS 

Otro grupo de proto:oar-io• p•r~sitos 
coccidi•, son par-asitos clasicos del 
vertebr•dos (23, 82>. 

hetercgeneoa llamado 
epitelio intestinal 

les 
de 

Un par-ásito de las aves tal como Eimeri• t•n•lla, crece 
intercelular-mente en la5 c~lulas epiteliales del c•~o c•cum, 
cerne 1.1n trcfc::citc, desput:'!ll 5ufre esqui::ogcmia. una <form11. da 
mitosis múltiple, para fer-mar un gran número de mero~oitos. Los 
mero:citos son desp1,.1ég liberados para interaccionar- con otras 
c•lules. La pared del saco del pello, en el case de E. t•n•ll•, 
es muy dahado y e5tO se manifi~sta por- una perdida severa de 
eanQre y la muerte en mucnos ca905 (23>. 

La DFMO tiene un potente e~ectc Bntic~ccidial contra infecc1ones 
de E, t•n•lla en pollos (23 1 5~) y reducen las lesionen cecales 
que frec1.1entemente ccndi..•cen a una severa pérctida de sangre y la 
muerte. En ambos tipc9 de infecciones, los efectcs terapéuticos 
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r-~v-.!r'!lJ:o-i':: '::.!:' ~b'. :·.:.-:o 1:1..!e':len oo~l'trv.e.rse con 111 o::i~:i·n:.r1111-:.rai::.on 
oe ?Cl i!unl.r..!.:1! •'.:!'l' ~· .. i':"!n e.l bloqt.1eo en:1m!ltico i~:: 1. 

7.4.::: 11ALHr!.; 

~os parbs~:c~ d~t qénero Plasmodium son loe agentes de la 
malar:.a. Ei Plasmodium f•lciparum es una de la~ es~eciea la cu~l 
causa una e,..,:ermedilld eguda en el ho111bre V es~e: ampll.l'lmente 
dis~ribuid~ ~~ SudameriC!I~ Africa y el sureste de Asia. 

En ~l ht.!es::e~. 11' malaria se multiplica rapidamente en los 
eritrocitos conde se metaboliza la hemo9lobina , y otros 
consti.tuyentes de los eritrocitos. 5:1 parásito intracelt.tlar es un 
peciue.,o:i tr-:i.;0:01to que crece y se divide asem . .1alment• por 
esciu1:09on1a1 ~l ciclo de vida es similar en principio a la 
Eimaria. Ha•1 1..1n 1nsecto vector en e~tc caso, al cual es la hembra 
del mosqu1~0 Anoph•l•• <=31. 

En 1991, se recor-taron los resultadc5 ce los estudios l.niciales 
por Cai.n sacre los efectos de la DFMO en cepas de Plamodium 
falc:iparum < 11Z>. Por cultivos de P. falciparu• in vivo y 
m:.diendo el desar~ollo de los parasitos· desde el principi.o de un 
ciclo esQu1:09onico, se determinó que la OFMO tiene un eiecto 
gi9nificativo sobre su habilidad para sufrir esqui:ogonia. 
Desp1.1~s de =a lioras, los trofo:oitos recibieron s.o y 6.6mM de 
DFHO, comen:ando a aparacer mas peQue~os que en las capas control 
y que fueron sometidas a concentraciones baJas de DFMO. Esta 
diferencia iue mas pronunciada por 3b horas, y fue ac:ompa~ada 
por una red~ccion marcada en el núrnero de esqui:oitos en las 
c•lulas tratada& con s.O y b.bmM de DFMO <~31. 

Los parasi.tos en los grupos tratados con la droga <DFHO 5.0 y 
b.6mHl, fueron aparentem•nt• det•nido• en la etapa de trofozoito, 
mostrando un• rltducci.On distinta •n su habilidad para sufrir 
esqui:ogonia. Esta tendencia continua por 48 horas, ti9fflpo en en 
el cual los cultivos control junto con aquellos que r•cibieron 
DFMO 1.3mM e menos, mostraron un incremento •n los n~mercs 
relativos de etapas anular•s tempranas. Esto indica que una 
cantidad apreci,.ble de la invansién dentro de nue•1os eritrocitos 
toman lugar en est~s cepas <231. 

L• DFMO (5.0 a b.órnMJ parece bloquear la habilidad de los 
para~1to~ para dividirse mitositicamonte de maner~ similar a los 
efecto'! que la dr-oga ti.ene en cel1.1l~"\9 de mem!.feros. donde 
funciona por decremento en las poliam1nas intracelulares las 
cuale~ causan un cambio en l~ detenciOn de la gintesis de DNA 
C:?~, 11j). Para probar esta posibilidad, los ofectos de la DFMO 
sobre la 1nccprporacion de 3 H-hipouantina. un precursor de llocido 
nucleico en P. f•lciparum. fueron e~~minadcs. Una concentraci6n 
10mM de DFMD inhibe fuertemente la incorpor.acién de hl.PO~~antini\ 
dentro del m~terial pr-ecipitable con bc1do triclorcacét1co, pero 
no ante$ de q horas. que se presume es el tiempo necesario para 
di51111n1.11r los ni.vele9 de p1.1troscin11 y espermidina t2:.1. 
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7.4.4 OTROS EFECTOS ANT!PROTOZQ,:OR!OS ·oE LOS Jl'IH!Eo!OQFE:S C·E' LA OOC 

La DFHO inhibe la replicaciOn de un nuwe~o de oar~sito• 
incluyendo varios tripanosomas afric•nos y Eim•ri• t•n•ll•, 
Gi•rdi• Jamblia, Pl••modium f•lcip•rum y Pn•umocY•tis c•rinii. E• 
remarcadamento activa contra infecciones de T. b. bruc•i en ratón 
y actóa contra cPpas de T. congolen••, los cu•les •on resitentes 
a tripanocidos e•tandar. 

E'l metil •ster del ~-TluorometiJdehidro-ornitina ea m~• •fectivo 
qu• la DFMO contra Ja proliferacion de malaria en ro•dor••· Est• 
inhibidor d• Ja ODC •• tambi•n mis potente que Ja DFMO contra 
tripanosoma•, p•ro es mucho m•nos activo qu• •l <2R, SR>-MAP. 

La DFHO es una droga efectiva contra 
causadas por Pn•umocyatia carinii, 
•SPoro~oario <7>. 

Ja• infeccion•• d• n•umonia 
el cual •• con•idera un 

Las concentracione~ altas de DFNO requeridas, tan bien como &1 
conocimiento de que la OFHO •• inefic•z •n •l tratami•nto .d• 
infecciones eritoroc1ticaa d• P. ;•llin•c•uM •n pollos y P. 
b•roh•i, disminuyeron el int•r•• por Ja m•l•ri• •n r•l•ción con 
las trip•nosam••• 

G. Bon~ procuso el estudia d• lo• e~•ctos d• la DFMO en otraa f•••• d•l ciclo de vid• d•J P. b•rgh•i llamado ••qui=ogoni• 
•xo•ritroc1tico y subsecu•ntemente en Ja e•porogania d•l insecto 
vector Anaph•l•• •t•phlfn•i· 

Lo• r•ault•dos obt•nidos Mostraron qu• la DFMO al lZ •n agu• d• 
con•U•o di•rio admini•tr•d• • raton•• inf•ctadoa con form•• 
•ritrocltic•• de P. b•roh•i no ti.,,e efecto. En contraste, una 
do•is d• prot•cción contra l• inf•cciOn •Mo•ritrocitic• con 
••porozoitoa fu• d•mo•tr•d• con DFPKl •1 o.1x, o.sz y 1z, 
prot•gi•ndo 27Z, 7SZ y 92Z d• an1m•l•• inf•ctado• 
r••f*'ctivam•nte, por Ja t•nto •• concJuy• qu• la ••qui=o;oni• 
•ritroc.ltic• no •• •f•ctad• por DFHO. L• ••qu1=o;oni~ 
•xo•ritrocitica <en c&Jula• d• h1gado) •• inhibida r•pidam•nt•. 

T•mbi.,, •e d•mostr61 
1) La inhibici6n del ciclo de l• e•porogonia d• P. b9rghtri •n 

•l insecto v•ctor por administración de DFMO a los mosquitos •n 
una soluciOn a%ucarada o medio san9ulneo oe ratOn tratado con 
DFHQ y, 

2> El· d••arroJlo de 1nmunidad • ewo•ritroc1tico P•ro no • Ja 
infecci6n •ritrocltic• en ca9i dos terc•r•a P•rt•s · d• raton•• 
inoculados de ~ a 3 vece• C•n int•rvalos s•manaleaJ con 
••porozaitos (con Jeringa o mosquita) en pres•ncia d• DFMO 6 OF"fO 
y cJoroquina. Los hallazgo• •u9ieren una aoroximaciOn a la 
"v•ct.1nacién" contra la malari.a~ parecida • Ja que se ob•ervo 
prillt9ro en cocc1d1osis. 

Se h• sugerido que estos haJJa:9os pued~n ner aplicables aJ 
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homor~ y que c=d~tsn ussr~a en u~ crcqr~m~ da p~~ver=~=n d~ la 
1nT~c~ion causada o~r·malar1a <11~1. 

7.4.~ EFECTOS ANTIVIRALES DE LOS INHl~lDORES DEL META~OLISMO DE 
F'OLIAMINAS 

La OFNO 1nhibe lá ~ctiv1dad de l• ODC previnienaa la 
proliferación celular en cepas despues de que se han reduc1do las 
paliaminas end6gen•s y el ciclo celul~r es detenido ante• de la 
iniciación de la slntesis de DNA y el final de l• fas• Gl. El 
efecto inhibitoria puede revertir•• par 1• provisión exbgena de 
putrescina, espermidina o eap•rmin• mostrando par tanta que hay 
un requerimiento aosaluta de poliaminaa •n la prolif•racibn 
c•lular.Laa parisitoa intracelulares san abligadaa, y durant• au 
r•plicacibn •l genoma inf•ctiva modifica •l metaboli••a de la 
celul• hu•aped para producir un Acida nucl•ico viral ••pttcifica y 
prot•inaa. Puesta que la& poliaminaa ae requieren para la sintesis 
macromolwcular aurante la multiplicacian de celula• prccariOtic•• 
Y •ucari6tlcas. •s ra:anabl• preponer que ••t•• bas•s alif•ticaa 
deberian también ••r requeridas para la replicación de los viru•. 
La• paliaminas han mostrada ser •Bencialea en la replicaciOn d• 
dif•rentes virua bact•riana• p•ra paca S• canoc• 4 d• loa 
r•quer1mientas aimilarea en la replicación d• virus animalea. 

La •Htr•polacibn de.•istemas pracariatea a •ucarict•• •• poca 
acanseJabl•, •n vista d• una asaciaciOn aparentem•nt• Onica d• 
eapermina con laa c•lulas animal••• L• r•plicaciOn de ci•rtaa 
viru• animal•• en cultivos de c•lulas, •• preVi9"• por 
inhibidarea d• la bioaintesis de paliaminaa, p•ra pocos ••tudia• 
•• han hecha del ••taboli••o de paliamin•• d• c•Iula• an1•al•• 
inf•ctadas par virus. 

Eato ea un• omisión desafortunada, pu•sto qu• tale• modelo• 
padrian r•apand•r pr•ount•• fundamental•• d• la natural•:• 
v•n•r•l cahcerni•nt• • l•• funcion•a bialOgicas de la• 
poliaminaa. M•• ••P•Cificam•nte, el metaboli•INJ alt•rado d• la• 
paliaminaa, el cual es conaiguient• en l• infecci6n v1ral, 
podria ••r p•rtinente •n relación a la patagenicidad de la• 
•nfermed•d•• par virus. El efecto antiviral d• loa inhibidcrea de 
la• paliaminas demostrados in vivo tambi•n fomenta la posibilidad 
d• aL1 uao •n un contexto quimater•pei:itica. 

Aunque SP h~ cema~trada un efecto antiviral de la DFHO contra 
vin.ia vaccini• y el citomegalovirus de humana <CMVI en c•lula• 
diplaidea humanas <HRC-5) con v•larea de ED50 d• cerca d• ~m~ •n 
cada casa, la repl1cac1on del virus de nerpes simpl• tipo 2 <HVS-
2>. no fu• afectada par OFMO l(lmM. Asimiama, Jaa mi•m•• 
cancentrac1ones del compuesta no 1nh1ben la repl1cac10n del HVS-2 
b CMV mur1no en cultivos de celulas pr1mar1as d• fibrablaeto• d• 
•mbriOn de ratOn <HEFI. 

tl crecimi~nto de HV~-= 
afectadas par DFMO, pero 
las cL1ltivas de celulas al 

~n células ~l·0:-:?1, 

solamente desou•~ de 
inhibidor despu•s de 

mu•!ltra que 
la expa11iciOn 
Ja infeccibn, 

sen 
do 
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pretr_-1.t .. ml.erto <:!:'n DFMO. e'JI t..•na ¡:lc\rte l.f't<:.>gr;ol e~ ll.. Cf'"'-'°"'=" de 
reduccJ.cr, de ploolca el cu.al n~ n.a !!.l.-:lo e.,:eC'tl.'1r:J. Ei::..n ~mt:..,r;to, la 
prcpiedaCI an'tl.Vl.ral del metilglioi:al tMf.iE.1G) con-:,..a HVS-::, pcórii.t 
no sol~menta cemcstrarse en el reqimen sin1l~r usacc. Est~s 
aparente• dl.9crepancias, podri~n re'llolver~e =cr la ooservacion 
q1..u!, a dJ.iarencJ.a ce les result.?ICOS cbtenJ.dcs en las ce-lulas 
humanas. DFMO l•)mM no inhibe la raoplJ.cacl.On del viru• v•ccini• en 
cultl.vos de MEP, aunque se manl.fl.esta algún efecto por altas 
concentracJ.onau del ccmpLtesto. Esto es concebible, ya que la DFMO 
ne alcan~a una ccncentraciOn intra~elular en ciertos sistemae 
celul•res huesped para eJercer un efecto inhibitorio contra la 
r•plicacibn del HVS-Z. 

Los efectoe antivirales de la DFMO pcdrian ralacicnarse al 
incr•mento o expresión continua de la actividad de la ODC en 
c•lulas infectadas con viru• vaccini• O CMV humana. En contraste, 
el HVS-2 no estimula la actividad de la en:im• y •n ctras 
infecciones de HVS. la s1ntesis de poliaminas se inhibe. El 
fracaso de l• DFMC para inhibir la replicac16n del HVS-2 en los 
sist•mas celulare• utili~adcs sL19iere que ne se requiere la 
bioe1ntesis de poliaminas para la replicaci6n d~ este virus. 

Un estudio reciente. demue~tra que el HG&G tiene un efecto 
antivir~l mas potente in vitre que otras drog~• usadas 
clinicamente en el tratamiento de infecciones da CMV humano C9bl. 
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CAPITUL.O I ;(. CONCL.USIONES 

1. L.., orn1t1na descarbo>tilasd se encuentra en el citoplasma, en 
el nócleo y en el nuc leolo. 

:?. La ornitina descarboxilasa se encue,,tra 
Tosfatid1linositol a la membrana plasm~tica. 

unida por 

::;. Las pr"OPl.edades Tisicoquim1can de la ornl.tina dencarbo>tilasa 
vari.'.ln aepei·d1endo de la Tuente biOlogica. 

4. La actl.vidad de la ornitina descar-boMila•a se incrementa en 
r••puesta ~ hormonas, dr-ogas, regeneraciOn de t•jidos y factor•• 
que estimulan el crecimiento celular. 

s. La reguleciOn de la actividad de la ornitina descarbouilasa 11a 
lleva a cabo por hormonas y antien~imas. 

á. La ornitina descarbonilasa puede ser inhibida •sp•Cificamente 
con an•logo• de sustrato o del producto. 

7. La ornitina deacarboxilaua ha sido inhibida •n diferentes 
sistemas con crwcimiento activo. 

B. Los resultados obtenidos en el tratamiento de para•ito•i• 
eMperimentalaa y en humanos ofrece nueva• P•rsp•ctivas •n la 
investigaciOn de antiparasitarios. 
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