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1. RESUMEN

La omitina descarboxilasa (ODC) es una de las enzimas limitantes del metabolismo de as
poliaminas (PAs). La omitina es producto de la transformacion de la arginina y es sustrato de la
ODC. Esta enzima descarboxila a la ornitina y en su fugar se adiciona un grupo amino, para
formar la diamina putrescina (Pu). La Pu es la primera molécula en la biosintesis de las PAs y es
¢l precursor de la biosintesis de la triamina espermidina (Spd) y esta a su vez para la sintesis de la
tetramina espermina (Spm). Tanto la ODC como las PAs son ubicuas e importantes ya que
participan en la regulacién de la proliferacion y diferenciacion celular, asi como moduladores de
la expresion génica durante el ciclo celular.

En eucariontes la ODC esta conformada de un homodimero. Hacia el extremo C-Terminal de las
subunidades que conforman la ODC, se encuentra el sitio de interaccién con el sustrato y en el
extremo N-Terminal encontramos el sitio de union del fosfato de piridoxal que actia como
cofactor enzimatico. Por otra parte la ODC cuenta con sitios de unién para la antizima (AZ) los
cuales estan ubicados en el extremo C-Terminal. La unién de la AZ a la ODC provoca un cambio
conformacional que expone un sitio de union oculto en el extremo C-Terminal, que facilita la
degradacién de 1a ODC por ¢l proteesoma 2635.

La actividad ODC es baja en células en reposo, pero durante el crecimiento celular existe un
aumento dramatico en la funcién de la ODC. En el caso de células neoplasicas el contenido de la
ODC y su actividad se eleva considerablemente y por consiguiente el de las PAs. Debido a esto
diferentes autores proponen que ia ODC es blanco de algunos oncogenes, los cuales regulan su
expresion en la mayoria de los tipos de cancer.

Las PAs ubicuas son la Pu. la Spd y la Spm. Estas son necesarias para la protiferacion v la
homeostasis celular. Determinar la variacién de sus niveles es de mucha utilidad como
biomarcador, sin embargo no es suficiente medir el contenido de PAs para el estudio de su
metabolismo, ya que el contenido intracelular se regula de manera muy precisa a través de su
biosintesis, degradacion, incorporacion y/o excrecion. Por lo tanto es dtil cuantificar también la
actividad de las diferentes enzimas involucradas en las vias metabélicas.

La actividad de la ODC se ha medido en diferentes tipos de células y tejidos por radiometria
entre ellas hongos protozoarios y algunos tejidos de mamiferos. Esta consiste en exponer ornitina
marcada radiactivamente ('*C) en su grupo carboxilo terminal, al extracto celular y cuantificar la
actividad enzimatica a través de la medicidn 4C0, con un contador de centelleo.

En el presente trabajo se realizaron modificaciones al protocolo elaborado para protozoarios y
hongos en cultivo, propuesto por Calvo-Méndez (1987). Para determinar la actividad de ia oDe
en diferentes tejidos de raton BALB/C. los resultados mas relevantes para la activacion de la
ODC son: temperatura  42°C. tiempo de incubacién 00 minutos. asi como el tejido que mostrd
una mayor actividad en la ODC fue el renal con respecto al intestino, higado ¥ mesotelio murino.



2. INTRODUCCION

2.1. Ornitina Descarboxilasa
La Ornitina descarboxilasa (ODC EC 4.1.1.17) 123 a5 una enzima de la familia de las liasas las

cuales actian eliminando o afiadiendo unidades de agua, amoniaco ¢ carboxilo ®.

Figura 1. Esquema del homodimero de ODC de humanos tomado de NCB1

La ODC como homodimero es una enzima dependiente de fosfato de piridoxal (PLP) y es una de
las més importantes para la biosintesis de poliaminas (PAs), 135,67 ap dicho proceso la ODC
transforma a Omitina en la diamina putresina (Pu) ¥ CO, . En eucariontes la ODC es altamente
especifica para Ornitina, pero también tiene una actividad baja para L-1-lysina y una actividad
incluso menor para L-l-arginina % Ep vertebrados. la actividad de la ODC varia segun el tejido * v
en algunos tejidos se  observa que la ODC mantiene su actividad méas alta en fracciones de
membrana con un pH optimo de 8.4 que ¢n fracciones que se encucntran en el citosol con un pH
optimo de 7.4 10 15 que sugiere un amplio punto isoelectrico o que la proteina sufre algin
desplegamiento o interaceion aan no descrita, que ne afecta su actividad. En células y tejidos en

reposo la ODC tiene una actividad baja con una presencia minima >, pero durante el crecimiento



y diferenciacién celular existe un aumento dramdtico en su actividad ® y en el caso de tejidos de
células neoplasicas el contenido  de ODC, y por consiguiente de las PAs se eleva
considerablemente en la mayoria de los tipos de cancer ="

El control de la actividad de la ODC en mamiferos es complejo, en parte porque la regulacién de
la ODC es especifica de la célula y el estimulo ™®. A nivel transcripcional se regula, ya que en la
reglén promotora contiene elementos reguladores maltiples que pueden ser estimulados por
diferentes factores; dentro de los que destaca los cambios en los niveles de PAs 752 A nivel
traduccional se controla por el factor de iniciacion elF-4E activo principalmente, asi como
también por oncogenes ¥ PAsS 7812 por uitimo, a nivel post-traduccional la ODC se regula por
tres proteinas, de las cuales dos son inhibidores especificos y una es protcosoma y también €5
78,1213 '

modulada por las PAs

Las PAs son compuestos que actian en los tres niveles de regulacion de la ODC, por lo que.

actitan como el principal mecanismo de reguiacion 7

2.2 Las Poliaminas

Las PAs son aminas alifaticas ubicuas que tienen bajo peso molecular, cargadas positivamente €n
condiciones fisioldgicas que representan los tnicos cationes organicos celulares conocidos *'*: en
cantidades moderadas son esenciales para el crecimiento. diferenciacion y divisién ceiular. asi
como moduladores de la expresion génica durante el ciclo celular. por lo que se consideran un
requisito para el funcionamienio opiime de la célula ™8 Asi también, se conoce la relacién
entre los niveles altos de PAs Y la proliferacion rapida de procariontes y eucariontes ¥ Las PAs
por su caracter policationico, su flexibilidad y su distribucion de carga a lo largo de la cadena

hidrocarbonada, se pueden unir a moléculas cargadas negativamente tales como acidos nucleicos,

L¥¥



proteinas o fosfolipidos, para estabilizar su estructura 820 Dado que se requieren en la division
celular, su distribucién dentro del organismo se favorece en aquetlos tejidos y drganos que se
encuentran en crecimiento o division activa ', Esto se confirma en un estudio reciente realizado
por Reynoso (2004)%, donde encontré que en tejidos de raton los niveles de las PAs varia segin
el tejido que se trate y que sus niveles pueden modificarse por el desarrollo tumoral, pero aun asi,
se desconoce si los niveles de las PAs son consecuencia de la actividad de la ODC o de la
incorporacion de las PAs del exterior de la célula.

Por otro lado, varios estudios recientes en cultivo celulares ligan a las PAs y su catabolismo con
la apoptosis. Se cree que el peréxido de hidrégeno generado por la acetilacion y la oxidacion
subsecuente de Spm y Spd, aumenta el grade de muerte celular. Asi también, la Spm se considera
que puede funcionar como un sisterna de eliminacion de radicales libres 5,

Aunque las PAs son esenciales para el crecimiento normal de la célula, la actividad ereciente de
ODC mas alld de su umbral minimo, puede inducir a la transformacion de una célula normal a
neoplasica y la formacion de tumores 7

La importancia creciente que tiene la ODC en la regulacion de la biosintesis de las PAs asi como
el papel de dichas aminas en diversos procesos bioldgicos, explica el esfucrzo para cuantificar
estos compuestos en diversos fluidos corporales incluyendo el plasma, la orina, el suero v el

plasma seminal .
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Figura 2. Donde se representar: las funciones de las poliaminas modificado d¢ Wallace H. M. (2000},

Por lo anterior. las PAs y la ODC se proponen como indicadores de la presencia de procesos
proliferativos 3 Grupos de investigadores estudian y utilizan los niveles de PAs v la actividad de

la ODC en tejidos con crecimiento anormal para el prondstico y seguimicnto del cancer =

2.3. El ciclo de la biosintesis de las poliaminas

En el metabolismo de las PAs. la ornitina es un subproducto de la arginina. vy ¢s ¢l sustrato de la
ODC. La ODC retira un grupo carboxilo (COOH) ala omitina y en su lugar se adiciona un grupo
amino (N14;). para formar a la Pu Hola Pu (NH-(CHy)-NHz) es una molécula con dos grupos
amino ligados a una cadena hidrocarbonada. Dicha diamina v la Adenosil metionina [Ado-S
(CH;)CH;CHZCHgNH;] son sustratos para la enzima Espermidina Sintctasa (EC 2.5.1.16)
misma que genera a la Spd [NHg-(Cf—I:);-N[{-(C‘H3)4—NHZ]: &sta altima molécula v otra adenosil
metionina son utilizadas como sustrato por la Espermina Sintetasa (EC 2.5.1.22) para dar origen

a la Spm (NHz-(CHg);-NH-(CHg)xNH-(CH:);,-NH;), que es la dltima PA de la via biosiniética.



Por otro lade, la metionina es adenilada por la enzima S-adenosilmetionina descarboxilasa
(AdoMetDC) (EC 4.1.1.50) y algunos autores proponen también a esta enzima, como limitante
para la sintesis de PAs ademas de la ODC, dado que representa la Ginica manera de introducir
metionina en forma de grupos amino propil # para el metabolismo de las PAs ¥ Hay una via
catabélica de las PAs, v se desarrolla al adicionar un grupo acetilo en la posicién N' de Spm o
Spd por accion de la enzima espermidina/espermina AN .acetiltransferasa (SSAT) y esta enzima se
propone como limitante del catabolismo, dada su importancia en el contro! de los niveles de PAs
dentro de la céluta ¥#°. La acetilacion de Spd y Spm las convierte en sustrato de la enzima
Poliaminoxidasa (PAQ) (EC 1.53.11) dependiente de flavin-adenina dinucledtido y las

-

. . . 26
transforma en Pu o Spd. en forma retrospectiva. ademas de H,0, y 3-acetamido propanal =
Ornitina

- Orpitina d@c:g;j_b@:x_ilasa

Putresina

Espermidina L

20
=
h )

Espermina

A

Figura 3. Esquema del ciclo de las poliaminas [(1) Espermidina simetasa. (2} Espermina sintetasa, (3)

Poliaminoxidasa] modificade de Jean Paul Buts (2006} ”,



2.4. Ruta metabolica alterna de sintesis de Pu en mamiferos

Recientemente se propone un mecanismo alterno de sintesis de las PAs en tejidos de mamiferos.
via arginina/agmantina/putresina que solo s¢ ha descrito en plantas, bacterias y algunos patogenos
de las plantas 102028 fgto ocurre via la descarboxilacion directa de la arginina y genera COz y
agmantina y esta ultima se convierte cn la Pu directamente por la agmantinasa (ureohidrolasa de
agmantina) en algunos microorganismos taies como Escherichia coli, o en un proceso de dos
etapas que implican a la agmantina diaminasa y a la N-carbamoyl-putresina hidrolasa que ocurre

en otros microorganismos tales como  Pseudomonas geruginosg v plantas. En tejidos de

mamiferos la sintesis de PAs se realiza por la via de Aginina/Arginina descarboxilasa

(ADCYAgmantina/agmantinasa/putresina %,

Arginina
descarboxilasa

Arginasa

Sintetasa
de oxido
nitrice

Ciclo de
la lirea

Agmantina

[ Agmatinasa

/ Agmating
inminohidrolasa

b

Y
Ornitina
Crmitina
decarbuxilasy

N-carbamil Acu!o
putresina guanido
butanoico

N-carbamilputreseing
amidohidrolasa

Pautresina

Figura 4. Ruta alterna para la sintesis de putresina modificado de Coleman (2004 %,



Se cree que el gen de Arginina descarboxilasa, en humanos se encuentra en el cromosoma 1 p33-
34.3; consta de 39kb y contiene 11 exones >, y dicho gen codifica para la enzima ADC (EC
4.1.1.19) ™, la cual es dependiente de fosfato de piridoxal y se encuentra asociada a la membrana
de 1a cétula 7. dicha enzima descarboxila a la ornitina o a la arginina ya que es muy similar a la
ODC de mamiferos pero distinta a la ADC de bacterias y plantas 22728

En un estudio reciente publicado por el grupo de Pegg (2004) se comprobd que la evidencia
obtenida por los trabajos anteriores de Zhu (2004) y Pitkanen (2000) no son suficientes para
explicar la accion de la ADC en el ciclo de las PAs. asi como la existencia de una ADC de
mamiferos. ya que ellos encontraron que aungue la L-(U-"*C)-arginina produjo #CO; en
cantidades sustanciales no se detectd agmantina o Pu marcada y que al agregar agmantina a
extractos de higado no era degradado por algiin metabolismo adicional. Se elabord una biisqueda
extensa en la basc de datos actuat del genoma con secuencias no mamiferas de ADC y no se
idemtificé un gen candidato para ADC 28 por odo ¢sto se cree que ta ODC cataliza la reaccién de

descarboxilacion de arginina '*. La descarboxilacion de I-L-Ornitina es la Gnica ruta establecida

o o2
para la biosintesis de Pu en mamiteros 8

2.5. Gen de 1a ODC

El gen que codifica para la ODC de algunos cucariontes como levaduras. fripanosoma, hamster.
rata. ratdn v humano va se han sccuenciado. En humanos se encuentra en el cromosoma 2y en
raton: en el cromosoma 12 *%,

la region promotora del gen ode contiene mualiples secuencias gue permiten la respuesta a
hormonas. {actores de crecimiento, estrégencs. glucocorticoides. promotores de tumor, AMPc.

acetato 12-O-tetradecanoyiphorbol-13 (TPA} v factores transcripcionales 81250



Si se comparan los sitios activos de la ODC del humano, raton y tripanosoma se observan
secuencias altamente conservadas 2.

Con base a la clonacion del cDNA del gen odc fue posible describir y comparar la secuencia de
aminodcidos de la proteina correspondiente, en diferentes organismos representativos de la escala
biolégica. Se observan similitudes de mas del 90% entre mamiferos. 81% con Xenopus, con

Tripanosoma 69%, Neurospora 42% y 40% con levadura 5.

2.6. Bioquimica de la ODC

En eucariontes. la ODC se conforma por dos mondmeros idénticos (461 aminoécidos cada uno en
ratén) que por separado son inactivos y al unirse débilmente, forman un homodimero active de
106 kDa, que crea dos sitios activos formados en la interface del dimero entre ¢l dominio N-
terminal de una subunidad y el dominio de C-terminal de la otra 81213

Para el funcionamiento 6ptimo de la ODC se requiere el desplazamiento de la enzima hacia e}
citoesqueleto de la membrana 2

La ODC biolégicamente activa tiene diferentes sitios de union. hacia ¢l extremo N-terminal de
una de las subunidades. se forma el sitio de unidn con el cofactor Fostato de Piridoxal (PLP). el
PLP se une a un residuo lisil v forma una base de Schiff con el mismo. En todos los eucariontes
estudiados. el cofactor s une al aminodcido Lys 69 el cual sc encuentra en una secuencia
conservada de 7 aminoécidos - PFYAVKC- **'. La actividad de ODC es dependiente de PLP,
que al efectuarse la reaccion se transforma en PMP que se intercambia {acilmente por PLP libre.
v restaura la formacion catalitica de la enzima. Concentracioncs altas de agentes tiol-reduclores

como el ditiotreitol (DTT) aumentan y mantienen la actividad de ODC 32 En el extremo C-

terminal de una de las subunidades se encuentra el sitio de interaccién del sustrato {omitina) ¥

9



los residuos mas importantes para la actividad de ODC son K69, C360, y D361 2, En la proteina ODC
existe la regién que contiene al aminoacido Cys-360 que desempefia un papel importante en la
quimica de la reaccién ODC/ornitina, en dicho aminoécido se une de forma covalente e
ireversible  la difluorometil omitina (DFMOQ) y esto inhibe la actividad de la enzima
6,39.162531.323334.

Se encontro que ODC se puede inactivar facilmente por el oxido nitrico debido a Ja sensibilidad
de este residuo Cys a la nitrosilacion 8

Por otro lado, se encontrd que la regién interna (I 17-140 aminoéacidos en ratones) que es
conservada altamente en mamiferos, se liga con la Antizima (AZ). esta se¢ une preferencialmente
al mondmero y se necesita para la inhibicion pero no es suficiente para dirigirlo al proteosoma y
ser degradado 2813

Una region importante para la degradacion de ODC se encuentra en Ja region C-terminal, al
eliminarse los 37 residuos que la conforman. hace estable a la proteina en presencia de la AZ. en
dicha secuencia de aminoacidos se encuentra el residuo Cys-441 que al ser cambiado por Ser, la

ODC se estabiliza totalmente *1*%.

2.7. Regulacion de la ODC

De manera general la regulacion de la actividad de la ODC se lleva a cabe por mecanismos de
control transcripcional. traduccional y post-traduccional. La regulacion negativa de la
transeripcion de la ODC esta dada por la retroalimentacion de las PAs “

En cuanto a la regulacion positiva de la transcripeion. se ha demostrado que diversos factores

aumentan la sintesis de mRNA de ODC: un ¢jemplo cs la actividad incrementada del oncogen

myc/max como s¢ menciond antes. los cuales se uren a dos regiénes de! promotor de la ODC



llamadas cajas E (CACGTG) y estimulan la sintesis del mRNA. Pero cuando la célula se

encuentra en un estado quicscente (de reposo) los espacios de las cajas E (CACGTG) son

ocupados por la forma inactiva de mn¢/max 81230

Ode gen

E .box-1 E-box-2
CACGTGTGCGGCGCGCCTCGCCGGCCTEC \;GAGACACGTG

Proliferacion Celulas en reposo
celular

Figura 3. Esquema ¢n ¢l que s¢ aprecia el sitio donde se encuentran las dos cajas E en el gen de ode (para factores
transcripcionales.) Y un esquema de como eMyc/Max o mat/max se uncn a las cajas € modificado de Pegg Anthony

E. (2006) ".

Ei segundo nivel de la regulacion de la ODC se da en la traduccion de un mRNA, se regula
negativamente per et contenido alto de PAs. en la célula dicho mecanismo de regulacion no esta
claro ain 3'%.

La regulacion positiva de la traduccién del mRNA de la ODC es dependiente de su estructura
secundaria pero responde a la disponibilidad intracelular del factor elF-4b active y a la unidn de
la unidad de traduccion con el complejo elF-4F. que media la iniciacion de la traduecion '%.

Un aumerto en ¢ factor ¢lF-4E activo puede permitir la siniesis de la proteina incluso en

. - 2 - - .
presencia de niveles elevados de PAs 2. Por otra parte el encogen ras tiene efecios cstimulantes

en el contenido v la traduccion del mRNA de fa onc?.



El tercer nivel de regulacién de la ODC se da en la postraduccion y es mediado por la unién de
las AZs con la ODC %,

Cuando la ODC tiene una actividad exacerbada en la célula, el nivel de PAs aumenta y estimula
la biosintesis de la AZ, eficientando su marco de lectura ribosomal. La AZ interactia con uno de
los monémeros de la ODC, que se facilita por la asociacién débil entre las sub-unidades de la
ODC y provoca la exposicién de una region C-terminal que normalmente se encuentra oculta en
]a ODC, la cual reconoce el proteosoma 26S. Ya que la ODC se reconoce por ¢l proteosoma 265
se requiere de la hidrolisis del ATP para inducir cambios conformacionales en la ODC o
desplazarla a la cavidad interna del proteosoma y asi exponer a la ODC a los sitios cataliticos del
proteosoma. Por otro lado, la AZ suprime el transporte cetular de PAs. por le que es un eficaz
inhibidor de niveles intracelulares de PAs. Cuando los niveles de PAs disminuyen. se activa la
enzima inhibidora de l2 AZ que s mas afin que la ODC con la AZ por lo que separa la AZ de la

ODC v se restablece la funcion de la ODC TRII

Ornitina

Poliaminas W ——==0—"
: @%@) Dimero

h 4 ooc \lenunero

AT MAMNA T—- @ @
Via ODC-AZ- l Inhlbldor AZ

[

UDC

S

parol el ATH
Pr 2oy Proteoioma
o5 sensrons ()

FaTot

Lo

Iy Reconocimiento

Inactnacion
{Desensamhlaje
¥ secuesira)

&

Pepridos Degradacian J @

= -~ Traslocacion
Inmbidores del é ‘__ATP/ e
-

grotenioma

Figura 6, Principales interacciones de ODC con otras moléculas, modificado de Murakami Yasuko (2000)".



2.8 Antizimas (AZs)

Actualmente se conocen tres tipos de AZs, que hiben especificamente a la ODC y se distinguen
como 1, 2 y 3; las dos primeras estan presentes €n NUMET0sos tejidos de mamiferos al igual que
ODC, mientras que Antizimas 3 (AZ3) se restringe a células germinales 2835

El gen de 1a Antizima 1 (AZ1) se encuentra en el cromosoma 10 en raton y en el humano en el

cromosoma 19 p13 363738 nla mitad del C-terminal de la proteina se encuentra una seccion de

residuos (106-212) que estén implicados en la interaccion de AZ1/0DC,

Figura 7. Esquema del inhibidor de ODC el AZ1 tomado de NCB1 ™.

A1 es un inhibidor no competitivo que aumenta la susceptibilidad a la degradacion de la ODC
por ¢l prolcosoma va que rcalza la interaccion entre ellos sin alterar ¢t indice del proceso
proteosomal como se explica mas adelante *1*2. Recientemente se divulgo que la induccion de fa
AZ1 bloguea ¢l transporte de las PAs anivel de membrana *.

la sintesis de la AZ! sc modula. via un marce de lectura ribosomal abicrto. regulado por la

concentracion de PAs, las cuales facilitan la traduccion de la AZ1 ¢ inhiben su degradacion

(V)



dependiente de ubiquitinacién % 1a disponibilidad de AZ1 se regula por una proteina homologa
de ODC, que es la anti-antizima (AZIN) que se activa por los niveles bajos de PAs en las células
27

La antizima 2 (AZ2) se descubrid en 1998. El gen de AZ2 es similar al de AZ1 y ¢l producto
resultante de la traduccion del gen codifica 189 aminoacidos y presenta 54% de homologia con la
AZ1. La A72 de humano y de raton difieren por un solo aminoacido. También se ha reportado
que la AZ2 inhibe a la ODC. aungue no acclera su degradacion. Ademés, el patron de expresion
de AZ] es 16 voces més abundante que el de AZ2 **,

La AZ3 se restringe a células germinates en testiculos de mamiferos v se expresa desde la

espermatopenesis temprana hasta la Gltima fase de la espermatida 233

2.9. El Proteosoma

Es la principal enzima encargada de degradar a la ODC mediada por Ja AZ1 dependienme de ATP
¢ independiente de ubiquitinacién, consia de un compleje de multisubunidades. que consiste en
ung proteina central (llamada proteosoma 208) v dos subcompliejos reguladores terminales
llamados PA700 {también llamados ¢l complejo 19%) v PA28 (equivalente al regulador 115). que
se unen a ambos extremos de la poreion central, il proteosonia 208 es una particula en forma de
cilindro dispucsto como cuatro anillos heptamericos, La interaccion entre el proteosoma 205 3
los complejos reguladores PAT00 v PAZS abre probabjemente el canal protcosomal para lu
entrada de! sustrato. de tal modo que tiene aceeso a los Sitios cataliticos de! proteosoma. ['n las
células existen por lo menos cuatro diversas formas del proleosoma: proteosoma 268 (con PAT00
en ambos extremos). protecsoma 208 (sin las proteinas reguladoras). proteosema homo-PA28

{con PA28 en sus extremos) y el proicosoma hidro-tipo (con un PA28 y un PAT00 que contieng
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hetero-complejos). La degradacion de ODC por el Proteosoma 268 es dependiente de ATP e
independiente de ubiquitinacion. El complejo de la subunidad PA700 contiene seis ATPasas que

pueden explicar dicha dependencia de energia B,

2.10. E} Inhibidor de AZ

El control en la actividad de la AZ se ejerce por la enzima inhibidora de Antizima (AZIN) que
tiene semejanzas susianciales con fa ODC pero no tiene actividad de ODC. E!l gen que codifica
para la AZIN se encuentra en ef cromosoma § en humanos. Los monémeros de ODC y del AZIN
no forman heterodimeros >,

El AZIN tiene una mayor afinidad con AZ que ODC por lo que destruye los complejos ODC/AZ
y se une a AZ para formar complejos. de AZIN/AZ vy evitan que la ODC sc degrade A

1 AZIN esta implicado en la regulacion de ODC estabilizandola. al atrapar a la antizima 7. Eslo

provoca que niveles bajos del AZIN disminuyan 1a cantidad y la actividad de ODC 7

268 Proteasoma

AN -
Transperte de @éz

peliarrinas v

Figura 8. Representacion de las funciones que tiene la AZ1: modificado de Pegg (2006)".

th



2.11. Determinacion de la actividad de ODC

Ya que la ODC es una de las enzimas mas importantes para la biosintesis de las PAs, ésta ha
recibido mas atencién que las otras enzimas. Ademdas puesto que la ODC tiene una funcion
importante durante el crecimiento y diferenciacion celular asi como en muchos procesos
fisiolégicos y patolégicos como ¢} cancer, es importante y util tener un método simple para
probar su actividad como herramienta en lo particular para seguir el desarrollo del cancer
12570143

Se han descrito y desarrollado varios protocolos para la determinacion de la actividad de ODC
dentro de los que destaca: el métedo quimioluminicente © colorimétrico, métodos
cromatograficos v el método radiométrico que convencionalmente se usa .

El método quimioluminicente se basa en la purificacién parcial de la oxidasa diamina de rifion
de cerdo o de la diamina oxidasa de la soya. que oxida a la putresina y forma H»0: que reacciona
con 4-aminoantipyrina v fenol v forma un complejo cotorcado que se lee a 492 nm. Dicho
método tiene la desventaja de la purificacién previa y si no se realiza adecuadamente se corre ¢l
riesgo de tener datos errones en los resultados finales. otra desventaja grave del méodo es que fa
oxidasa no oxida exclusivamente a Pu si no que también oxida a Spd v propanodiamina Y3 por
lo que se utiliza poco.

Fl método per cromatografia de capa fina. aunque e$ sensible. ticne la desventaja de usar iempos
prolongados y la nceesidad de una pre-cromatografia de columna en ael de silicona L

Otro método cromatografico es la cromatografia de gases que utiliza andlogos de PAs como
estandares internos. Es sensible. pero requierc precedimientos extensos de limpieva de las

muestras asi como del instrumental neeesario que debido a sus altos cosios dificulla su uso en <l

laboratorio 1.



El método de radioinmunoandlisis que implica una reaccion del Ac antiespermina con la Spdyla
Spm, podria ser una herramienta atil para el andlisis de la actividad debido a su sensibilidad y
simplicidad pero hasta el momento no se ha descrito ningin anticuerpo conira la Pu !

£l método convencional usado para determinar la activad de ODC ha sido ¢l radiométrico ya que
es Ficil de elaborar y es itil para andlisis tanto in vitro como in vivo, Ademas se adapta
especificamente al analisis de la actividad de Ja oncl.

La radiometria se utiliza para estudiar la actividad de la ODC en hongos. protoroarios y algunos
tejidos de mamiferos, como el epitelial en raién que sirven como modelo para el estudio del
cancer. Dicha técnica esta formada principalmente por dos pasos gue son: Preparacion del
extracto y prueba v medicién de la actividad. Fn la preparacion del exiracto descrita por Calvo-
Méndez se toman de 2-4 g de c¢élulas de hongos ¥ sc suspenden en 20 ml de amortiguador
KH>PO4 6.1 M. a un pH de 7.3. con EDTA 1 mM. ditiotreitol 2 mM v PLP a 0.2 mM (PEDP.
amortiguador) la muestra se mezcla con 20 ml de las perlas de cristal de 43-30 milimetros vy sc
homogenizan durante 43s en un homouenizador modelo Braun MSK. Fl extracio s¢ cenirifuga a
41.000 g (Rav) por 3¢ min.. y el sobrenadante se recupera ¥ s¢ hace pasar por una columna de
Sephadex G-25 (2x20}. equilibrada 3 enjuagada por ¢l amortiguador PEDP: ¢l volumen
recuperado se uliliza como la fraccion enzimatica. El siguiente pase descrito por Calvo-Méndez.
es la prucba de actividad. la cual consisic ¢n utilizar frascos de Erlenmeyver (10 mi) que contienen
un pozo en ¢l centro. en el cual se coloca un papel filtro con 25 pi de NaOH al 20%. después ia
fraccion envimdtica o muestra se dispersa en «l compartimento externo v se le agrega fa L-[I-
MC | arnitina y comienza la reaceion. Se seila ol frasco con un tapon de soma v se incuba 4 30°C
por 30 0 60 min. Después del tiempo de la incubacion. la reaccion s¢ para con 100! de HU 3N

invectado por medio del tapdn de goma en ¢l compartimicnte exCrno ¥ se deja el trasco tapado



toda la noche para que el CO; reaccione con el alcali del papel filtro y asi sea fijado. Por ultimo,
el papel filtro se seca a 60°C, y se coloca en viales con el liquido de centelleo para su
cuantificacién en el contador. La actividad se expresa como nanomoles de CQ; producidos en 1
min **°. Por 1o que en el presente estudio, se cstandarizo dicha técnica en diferentes tejidos de
ratén BALB/C vy se identificé el tejido con mayor actividad de |a ODC en e} modelo de linfoma

murino L5178Y. ¢l cual tiene miitiples aplicaciones en estudios sobre el cancer e inmunologicos.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las PAs son atiles como biomarcadores de la proliferacién celular en un modelo de linfoma
L5178Y inoculado en el raton BALB/c. La ODC es la principal enzima limitante del
metabolismo de las PAs v es Gtil como biomarcador tumoral. En el modelo de linfoma murino
L5178Y es necesario estandarizar la técnica radioméirica para medir la actividad de la ODC en
los diferentes tejidos, ya que los niveles de PAs varian segin ¢l tejido y no se sabe si se debaala
actividad de la ODC o a la incorporacion de PAs externas, por lo que en el presente trabajo, se
propone estandarizar dicha técnica para utilizarla como biomarcador tumoral para estudiar los
fenémenos bioguimicos de las PAs. Lo que permitira su aplicacion en los distintos esquemas de

tratamiento contra el cancer.



4. JUSTIFICACION

La ODC es una molécula importante en la evolucion progresiva del cancer, por tal motivo ¢
importante tener técnicas y métodos que nos permitan evaluar su actividad en tejidos de raton  y
en particular en el modelo de linfoma murino L5178Y, dado que algunas propuesias de
tratamiento contra el cancer consisten en inhibir la actividad de la ODC.

El presente trabajo pretende estandarizar la técnica radioméirica para determinar la actividad de

la ODC en diferentes tejido de ratén, ya que la actividad de ODC y la distribucién de las PAs

variz segun el tejido.



5. HIPOTESIS

Es factible estandarizar y determinar la actividad de Ja ODC por medio del ensayo radiométrico

en tejidos de ratén y utilizarla como biomarcador del desarrollo neoplasico.



6. OBJETIVO GENERAL

Estandarizar la técnica radiométrica para la determinacion de la actividad de la ornitina

descarboxilasa en tejide de raton BALB/c.

6.1. Objetivos particulares
1. Estandarizar las condiciones para la medicion de la actividad de ODC en los diferentes

tipos de tejido de raton BALB/c.
3. Identificar el tejido de raton BALB/c que muestra mayor actividad de la enzima ODC v

verificar si ¢! tejido seleccionado sirve como biomarcador de la evolucion tumoral.



7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Equipo

Homogenizadores Potter

Homogenizadores Braun MSK

Mortero

Balanza OHAUS Sapphire 500

Balanza Sartorius BL60S

Pipetas JENCONS SEALPETTE rango varizble
Potenciémetro ORION medele 210A

Cuarto frio

Centrifugadora HERMLE 7233 MK-2
FELISA Termo bafio

FELISA Homo

Contador de centelleo BECKMAN LS6000 SE

7.2, Preparacion de reactivos

Solucién de Ornitina

Solucién 1: 50 p curies (Sigma) en | ml de etandl al 2% {Mecrek)

Solucién 2: 100 ul de ta solucién | + 900 ul de etandl al 2%

Solucion 3: 90 ul de la solucién 2 + 60 ul de ornitina sin marca radioactiva 20 uM (Sigma) +
430 ul de etandl al 2%

Solucién de HCI para parar la reaccién

Se prepara 500 mi de HCI IN, (Merck)

b2
()



Solucion de liquido de centelleo

4 gr de PPO (Sigma) + 200 mg Dimetil POPOP (Sigma), se aforan a 2 litros con Tolueno
(Sigma).

Solucién Amortiguadora

2000 ml de Tris-HCI {Sigma) pH de 8.0 a 100 mM

31.8383 g de Tris-HCl + 2000 ml de agua bidestilada, ésto se llevaa pH 8.0 con KOH (Merck)
Solucién de Fosfato de piridoxal (PLFP)

2 ml de PLP (Biochemika) a 0.2 mM

0.000107 g de PLP + 2 m! de amortiguador

Solucién de Ditiotreitol

2 mide DTT (Sigma) a2 mM

0.000624 g de DTT + 2 ml de amortiguador

Solucion EDTA 1mM

2ml de Solucién EDTA (Sigma) a ImM

0.0006g de EDTA + 2ml de amortiguador

Solucion KOH 5N (fijadora)

Se preparan 250 mi de KOH a 5N (Merck)

7.3. Material biolégico

Animales

Se utilizaron ratones singénicos BALB/c machos. de 6 a 8 semanas de edad v 20-24 ¢ de peso. s
alojaron ¢n jaulas de policarbonato. Los animales se mantuvieron en habitaciones cen

temperatura controlada de 22 °C y ciclos alternos de iluminacién-oscuridad de 12 h, se



alimentaron con una dieta balanceada especial para roedores (PURINA-México) y agua
purificada a consumo voluntario; todos los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical.
Células tumorales

Se utilizaron como modelo el linfoma murine L3178Y, el cual es un tumor de estirpe tinica
(haplotipo H-2% originadolpor tratamiento con metilcolantreno *. Se mantiene por transplante
intraperitoneal semanalmente en ratones BALB/c. El tumor es de alta malignidad ya que 2007
céhulas L5178Y inoculadas por via i.p., mata a los ratones en 15 & 2 dias, el cual se utiliza para el
grupo 5 de dicho estudio v se inocularon 2x10" celulas [L.5178Y. 17 dias antes del experimento.
7.4. Grupos de estudio

Se formaron 3 grupos de estudio los cuales fucron: (grupe 1) tipo de tejido. n=4 ratones (grupo
2) mélodo de homogenizacién. n=8 ratones. (grupo 3) Condiciones de Centrifugacion. n=06
ratones. (grupo 4) temperatura y tiempe de incubacion. n=10 ratones. y (grupo 33 Ratones sin v

con linforna. n=10 ratones. divididos en 3 sanos ¥ 5 con linfoma.

I Grupos de estudios

Grupol
Tejidos

Grupo 2
Homogenizacién

Grupo 5
Centrifugacion

TIT

=

Grupo 4
Temperatura v tiempo de incubacion

Grupo 5
Ratones con linfoma y sanos

flujegrama I. Se muestran los diferentes grupos de estudio



7.5. Ensayo de Ja actividad de la ODC (modificado de Calvo-Méndez, 1987)"

La medicién de la actividad de ODC se realizo en ¢l laboratorio del doctor Calvo-Méndez en ¢l
Instituto de Investigaciéon en Biologia Experimental (1IBE) en la Facultad de Quimica de la
Universidad de Guanajuate. Dicha determinacion mide la liberacion de "“CO; a partir de L-[1-
l“C] ornitina como lo describe el protocolo de Calvo-Méndez (1987) 4 con las modificaciones
pertinentes para ¢l modele de estudio. el raton BALB/c. Los cambios son en el tipo de mucstra.
homogenizacion, Centrifugacién, Temperatura v tiempo de Incubacién, Todos los ensayos fueron

por duplicado v los resuliados se representan en medias.

En el grupo | se mantienen las condiciones pero con algunas medificaciones minimas en ¢l tipo
de amortiguador. pH v tipo de fijador de €O {permanenies para todos 10s grupos) del protocolo
de Calvo- Ménder (1987). se modifica el tipo de muestra  a analizar. Se obliene mesotelio.
intestino. higado y rifién. se hace el ensayo de actividad finaimente tratando de lograr la mefor
respuesta de cuentas por minuto (CPM). se analizaron los resultados para pasar al siguicente

cnsavo.



Ensayo de la actividad de Ia ODC {modificado de Calvo-Méndez, 1987)
Muestra

Girupo 1
Tejidos

[ | | |

[ Raton 1 ‘ Ratén 2 Ratém 4 ‘

Raton 3

Mesotelio Intestino Iligado Rifdn

| l 1 ]
|

[ Ensayo de la actividad de 1o ODC ]

———

Resultados

Flujograma 2. Muestra los cambios del experimento 1¢on respecto a el ensayo de Calvo-Ménder

En el grupo 2 se mantienen fas condiciones del Protocolo de Calvo-Méndez. se modilica el tipo
de muestra previamente seleccionada y el método de Homogenizacion: con Potter (n=3) con cada
uno de los tejidos. mesotelio. intestino, fifién. En Mortero (n=3) ratones que corresponden a cada
uno de los tejidos mencionados. Braun (n=2) ratones que correspenden a los tejidos de mesotelio
¢ intestino v s¢ realizé el ensayo de actividad como sc menciono. Por ultimo se analizaron los

resultados para realizar el sizuiente paso.



Ensayo de la actividad de la ODC (meadificado de Calvo-Méndez, 1987)
Homogenizacion

Grupo 2

Homogenizacién

Mesotelio, Intestino, Rifion

Ensayo de Ia
actividad de
laODC

Potter

Resultados

Flujograma 3. Mucstra los cambios det experimento 2 con respecto al experimento 1y e! ensayo de Calvo-Méndez

A

En el grupo 3 se mantienen las condiciones del Protocolo de Calvo-Méndez. con las
modificaciones de tipo de muestra v homogenizacién con morlero que  previamente s¢
seleccionaron y se agrego ia modificacion de condiciones de Centrifugacion. Centrifugacion a
20124g/57/4°C y 45279¢g/ 30°/4°C con 3 ratones cada uno. Cada ratdn corresponde a los 1¢jidos de
mesotelio. intestino y rifion y se hace el cnsayo de actividad y su medicidn. Se analizaron los

resultados para pasar al siguienie ensayo.



Ensayo de la actividad de ]a ODC (modificado de Calvo-Méndez, 1987)
Centritfugacion

Grupo 3
Centrifugacion

Mesotelio

[ntestino
Rinén

[ Mortero |~ ]
Centrifugacidén Centrifugacion
20,124¢/5°/4°C 45.2792/307/4°C

1

rEnsavo de la actividad de 1a ODC J

Resultados

Flujograma 4. Mucstra los cambios del experimento 3 con respecto al experimento |2 y el ensavo de Calve-

Mindez
En el grupo 4 se mantienen las condiciones mas adecuadas para los diferentes tipos de tejidos
{mesotelio intestino rifién) . homogenizacion (mortero) y centrifugacion (20.124¢/57/4°C) pero
ahora se modifica la temperatura y el tiempo de incubacién por lo gue se divide ¢n 4 que son ¢l
(1) de 37°C/90" de incubacion , el (2) es de 42°C/90" de incubacion, el (3) es de 37°C/30" de
incubacion y el (4) y ultimo es de 42°C/30° de incubacién. dei (1) al (3) {n¥3) ratones por
condicién que corresponden a los tejidos de mesotelio intestino y rifién v en el 4 s6lo s¢ tiene una
(rv=1) ratén que corresponde al tejido de mesotelion se hace el ensaye de actividad y su medicion.

Para posteriormente analizar los resultados.



Ensayo de la actividad de }a ODC (medificado de Calvo-Méndez, 1987)
Temperaturas y tiempos de Incubacién

Grupo 4
Temperatura y Tiempo de
Incubacién
I
{ Mesotelio, Intestino. Rifon ]

[ Centrifuzacion. IO ACOmpm/5/4°C ]

[ I ]

T'emperatura ¥ Temperatura ¥ Temperatura y h Temperatura ¥
Ticmpe du Tiempo de Tiempo de Tiempo de
Incubacién Incubacion Incubacion Incubagion

3Con 12°CHH0° 37°CHB0 42°C/307

[ Iinsayo de actividad de ODC

Resultados

Flujograma 3. Muestra los cambios del experimento 4 con respecto al experimento 1,2.3 ¥ ¢l ensayo de Caivo-

Meénder,

En el grupo 5 sc siguid el protocole ya modificade de Calvo-Méndez {tejido (Rifon),
homogenizacién (mortero). centrifugacion (20,124g/57/4°C) temperatura y tiempo de incubacién
(42°C/90%) ]. Se dividia en 2 grupos ralones sanos y ratones con linfoma para determinar si la
ODC es un buen biomareador de tumor en ¢l tejido de rifién. por lo que previamente cn el dia
cero a los ratones con linfoma de se Jes inoculd via 1.p. 2510 células 1.3178Y en condiciones
asépticas v se sacrificaron al dia 17 de evolucion del wumor por dislocacion cervical, Se obtuve
mucstra de rifion v s¢ homogenizé la muestra por maceracion en mortero con amortiguador Tris-
HCl 100 mM a pH 8.0 en un cuario frié a 4°C. Después. dicha muestra se centrifugd a

20.124¢/5°/4°C. Se  extrajo el sobrenadanie (muestra) ¥ se coloco en un mairdz con PLP 0.2



mM. DTT 2 mM, Tris y L-(1-C**) Omnitina como sustrato con un papel filtro con KOH 3N que
atrapa al CO; el cual es un subproducto metabdlico de la reaccion. Se incubd a 42 °C durante 90
min. El papel filtro se removid, se seco a 60 °C y se colocd en viales para posteriormente
cuantificar la cantidad de CO, (CPM) en un contador de centelleo {Beckman). Se analizaron 1os

resultados del ensayo.

Ensayo modificado de la actividad de la ODC

17 dias antes s¢
inoculan las células
wmorales a los
ratones

Grupo 5
Ratones Sanos vs Ratenes Tumor

Ratenes tumor
5 ratones

Ratones Sanos

3 ratones

l Sinsayo de actividad de ODC L

Resultados

Flujograma 6. Muestra como se elaboro el experimento 3 para determinar si ¢l tejido de rinon es un buen

biomarcador umoral ya con las modificaciones del protocolo de Calvo-Méndex



7.6. Pruebas estadisticas
Los resultados finales del grupo 1 al 4 se analizaron por medio de inferencia y los del grupo 5
con el paquete estadistico minitab versién 14, aplicando la prucba t de Student para comparar 2

medias muestrales independientes.

(W%
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8. RESULTADOS

8.1. Grupo 1 (Tejidos)

En ¢l grupo 1 sc obtuvieron diferencias en las concentraciones de CO; en cuentas por minuto
entre los diferentes tejidos del'estudio.

Los tejidos fueron procesados como se indica en materiales y métodos.

Se observa que €l tejido de mayores cuentas por minute (cpm} de COy fue el rifion y el que menor

cpm expuso fue higado (grafica 1.1).

Tejidos Cuentas por minuto
Mesotelio 167
Intestino 3145
Higado 146
] Rifién 23495

“Tabla 1. Cucnitas por minute ¢n los diferentes tejidos obtenidos de ratones BALB/c

Tipos de Tejido

|

2500 - 2348.5 !
=
z 2000 B Mesaiclio
E 1500 - (W Intestino |
c - CHigado
g 1000 DRidon ;|
5 |
= 314.5
SO e 146

Musoielia Intesting Fizadae Rifon
Tejidos

Grafica 1. Los tejidos fueron obtenidos de ratones BALB/c y agrupados segim materiales y métodos. Los valores se

expresan en ¢pm segdn la técnica radiométrica.
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8.2. Grupo 2 (Métodos de Homogenizacion)

El método Braun de homogenizacién se utilizo originalmente en el protocolo de Calvo-Méndez,

¢l cual presentd bajo rendimiento tanto en mesotelio como en intestino por lo que se decidié no

proceder con rifién por optimizacion de recursos.

El método Potter de homogenizacion presento el mas alto rendimiento en rifidn, en ¢cambio en

mesotelio e intestino el rendimiento fue bajo. Ademads, diche métoda es laborioso, por cual no se

considero una opcién adecuada, en caso de procesar grandes cantidades de células.

La homogenizacién con mortero fue la que presentd mayores ventajas ya que es ¢l mds rapido y

sencillo de elaborar. Presenta un alto rendimiento en todos los tejidos utilizados.

Tejidos Braun | Potter | Mortero ]
Mesotelio 74.5 109 600
Intestino 159 58 384.5

Rifién / 6412 5523.5

Tabla 2. Respuesta de los diferentes tejidos a la Homogenizacion. los valores representan

muestra.

tas cpm para ¢/tipo Je



|
|
|
]
|

Homogenizacién
8412
6000 ‘ 55235
£ 5000
=
g 4000 ' ‘ | Mesotclio
3. 3000 - . iDInlcsiino
= |DRiAon
5 2000
&
1000 600 304 15
109 58 ) 745 159
Potter Martera Braum
Método de Homogenizacién

Grafica 2. Los tejidos son de raton BALB/cy agrupados segin materiales y métodos . Los valeres s¢ expresan en
cpm segin fa wenica radiométrica.
8.3. Grupo 3 (Centrifugacion)
El tejido renal es el que presenta una mejor respuesta a la centrifugacion. siecndo la de
45.279g/30°/4°C la mejor, Sin embargo en la centrifugacion a 20.124g/57/4°C se obtuvo una

respuesta mas uniforme en todos los tejidos v representa una mejor opeidn por el poco tiermpo

empleado en la centrifugacion.

Tejidos | 20,124g/5'/4°C 5279g/3014°C |
Mesotelio 209.75 354.5 —1{
Intestine | 3.606.5 75.33 ‘
Rifon 4258.75 5.992.75 !

Tabla 3. Respuesta de los difercntes tgjidos a I centrifugacian, los valores representan las cpm para cAipo de

muestra.

o2
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Grafica 3. Respuesta en cpm segan las condiciones de centrifugacion. en gris estan las de 20,124g/5°/4°C y las de

blanco son las que se centrifugaron a 45,2792/307/4°C
8.4. Grupo 4 (Temperatura y Tiempo de Incubacion)
En la temperatura ¥ tiempo de incubacién ¢l mayor rendimiento se obluvo en intestino y rifidén
en todas las condiciones aunque el intestino tiene una mejor respuesta.
£1 mayor rendimiento se obtuvo a 42°C/90" en todos los tejidos y la de 37°C/90° fue la segunda
mejor.
En la condicidn de 42°C/30" no se realizd en los tgjides de intestino y rifidn ya gque 2n mesotelio

no se observo diferencia con respecto a la condicion de 37°C/30°.

— T

[ Tejidos | 37°C/90° | 42°C/90° | 37°C/30° P 42°C30

Mesotelio 159 | 2385 | 965 97
Intestino | S017.5 | 67525 1 37383 T
Rifon 3482 14165 22095 | ;
1 |
LV S i |

Tabla 4. Valores en cpm en las distintas condiciones de Temperatura v tiempe dle incubacidn
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Grafica 4. Los tejidos fueron obtenidos de ratones BALB/c y agrupados segln materiales ¥ métodos. Respuesta en

cpm segin las condiciones de Temperatura ¥ tiempo de incubacion

8.5. Grupo 5 (Ratones sanos y con linfoma)

Para corroborar la eficiencia de la técnica propuesta ¢n €ste estudio, se utilizd el modejo de
ratén BALB/c con linfoma murino L5178Y. Se considerd ta cantidad de CO, liberado como
pardmetro para medir la actividad de la ODC. a partir de tejido de rifién en 2 grupos de ratones. ¢l
primer grupo ¢onformado por los ratones sanos con y el segundo grupo conformado por ratones

con linfoma.

Tejido | Sanes | Linfoma

Riaan 1 | 673.5 808.5

Rifion 2 | 1168.5 3462.5

Rion3 | 1522 | 3429

Riaén 4 1719 3686.5

Rifién 5 | 1242 6471

Tabla 5. Se muestran los datos empleados en la prueba estadistica de T de Student con una P~ 0.009



Se aplico la prueba de t de Student para comparar 2 medias muestrales independientes, es decir,
para comparar }a media de la concentracién de CO: en el grupo de ratones con linfoma, contra la

media de 1a concentracién de CO; de ratones sanos.

Hipétesis de Trabajo:

Existe una diferencia en la concentracion de CO» entre el grupo de ratones sanos y el grupo de
ratones con linfoma.

Ho : Las medias entre los grupos son iguales

Ha: Las medias entre los grupos son diferentes

De acuerdo con lo esperado. se encontraron diferencias significativas entre las medias de ambos
grupos de estudio con una p menor a 0.01 siendo ¢l grupo de ratones con linfoma el que presentd
mayor cantidad de CO, liberado y por ende mayor actividad de ODC.

Este modelo se empled para evaluar la eficiencia de la téenica radioméirica en la determinacién

de la actividad de la ODC a partir de tejido de rifidn en ratones BALB/c segun la écnica descrila

en materiales ¥ métodos.

Prucba T de Student para comparar 2 medias muestraies

a [Desv.esl.
2 2145
5

376

i

Ratones con Linf 10 357
Ratones 3anos 10 126

Diferencia = mu [(Ratones cen Linioma:

mstimado de la diferencia:  2286.7:

G5% CI de diferencia: (V48 Gy,
T - 2.35% P-value = $.00% DF = ©

Tabla 6. S¢ muestran los resultados de la prueba T de Student para comparar ralones con I




Diferencia entre medias de ratones sanos ¥ ratones con linfoma
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Grafica 5. La figura muestra las diferencias entre las medias de os diferentes grupos de estudio. también se

muestra que hay una mayor desviagion estandar en el grupe de linfena con respecto al grupe de ratones sanos.



9. DISCUSION

A pesar de que ya han transcurrido mias de cuatro décadas desde la utilizacion de los primeros
contadores de centelleo liquido, las técnicas de centelleo liquido no han quedado obsoletas. Mas
bien al contrario, con el tiempo han ido ganando aceptacion 47 La técnica radiométrica es
utilizada por excelencia, en la determinacion de la actividad de ODC, ya que es relativamente
facil de elaborar, es til para analisis tanto in vitro como in vivo y s¢ adapta especificamente al
analisis de la actividad de la ODC. Sin embargo, una de sus principales limitantes s la
manipulacién de radioactividad afortunadamente s¢ empiea un radioisdtopo con muy poca
penetracion ('*C) y que se encuentra practicamente en todos los ambientes. ',

El contador de centelleo liquido permite la deteccion de cualquier tipo de radiacion: alfa. beta o
gamma, por lo que gracias a la reaccién especifica de ODC sobre el grupe carboxilo de ia
omitina marcada con "'C y desechado en forma de e, que es capturada por un papel filtro
impregnado de KOH, posteriormenic puede ser cuantificado v relacionado con la actividad de la
enzima en una forma eficiente. rapida v sencilia. dado que es directamente proporcional.

El proocolo para medir la actividad de ODC se podria dividir para su mejor comprension en dos
arandes pasos que son preparacion de los tejidos para la determinacién de la actividad de ODC y
el segunde. el analisis de las muestras. En el primer paso s¢ reatizaron modificaciones al
protocolo original de Calvo-Ménder. para proporcionar ias condiciones Gptimas para la reaccion
enzimatica. al modelo propuesto en este estudio. la segunda no fue modificada debide a que
solamente implica la valoracion y cuantificacién del subproducto ("€ 04} de la reaccion.

1.as modificaciones que se hicieron fueron en el método de homogenizacién. y en las condicienes

de centrifugacion. temperatura y tiempo de incubacion. asi como tipe de muestra (tejido).
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A la hora de elegir el tipo de tejido se analizaron los resultados obtenidos por Reynoso (2004)%
en el que se indica que la mayor concentracién de PAs se encuentra en mesotelio, intestino,
higado, rifién en el modelo de ratén BALB/c y que los niveles de las PAs varia por el desarrollo
de tumor. Y se encontro que el tejido que presentaba una actividad mds elevada y censtante fue
rifion por lo que se piensa que la concentracion de PAs en los otros tejidos se debe al transporte
extracelular de las PAs.

En base a esta observacion considera que el mejor tejido para detcrminar la actividad de ODC es
rifién, dade que presento una mayor cantidad de 00, liberado por lo que se expone dicho tejido
como un biomarcador de la progresion del cancer en ¢l modelo de raton BALB/c con linfoma
L5178Y.

Los procedimientos de homogenizacion son muy diversos. de los cuales destacan la sonicacion.
el uso de detergentes y diversos instrumentos homogenizadores.

El uso de sonicador no es viable para esta técnica ya que ¢s laborioso, consume mucho tiempo ¥
el equipo que requierc puede ser muy costoso asi como la etevacion de la temperatura que s¢
produce al exponer las muestras por tiempos prolongados al ulira sonido. El uso de detergentes
puede alierar la actividad de ODC por lo que decidimos utilizar instrumentos para la
homogeneizacion.

En la técnica con Braun que es la técnica utilizada por el protocolo de Calvo-Méndcer las
muestras no tuvieron un gran rendimiento ¥ necesita de un equipo con ¢l cual no se cuenta en
nuestro laboratorio. se opto por utilizar una téenica mas factible para homogenizar nucstras
ruestras.

Nosotros encontramos gue ¢l método con Potter tuvo un rendimiento aceptable tanto en rifdn
como en mesotelio e intestino. este método twvo dificultades para ser realizado porque cada

muestra requeria de un homogenizador Potter para ser macerado o en su defecto que cada una

41



de las muestras gque fuera procesada se tuviera que lavar el tubo ya que quedaban demasiados
residuos.

Segiin los resultados obtenidos, asi como las dificultades técnicas que se presentaron se puede
sugerir que el método mas eficiente de manera general para la homogeneizacién es ef mortero por
su economia en ¢l uso de grandes cantidades de muestras homogenizadas.

En la técnica de mortero a comparacion de la técnica de braum  se obtuvo un mejor rendimiento y
en comparacién con Potter fue mas facil de elaborar asi como también sc obtuvieron
rendimientos mas constantes en todos los tejidos, ademds Potter es menos prictico cuando se
tienen que procesar gran cantidad de muestras. La Gnica dificultad que presenté el mortero fue la
elevacién de la temperatura por la friccion de la maceracién, pero se solvento el problema
facilmente realizandolo en un cuarto frié con una temperatura de 4°C o bien se puede solventar
utilizando hielo fuera del mortero en el proceso de maceracion.

En la centrifugacion 1a finalidad fue simplemente extraer la enzima de los restos celilares que no
habian sido destruidas por la maceracion, asi como de separar algunos organelos v
macromoléculas, para que no causaran un error en la reaccion. Por lo que se utilizo la técnica de
centrifugacion diferencial. cuyo principio fundamental es la colocacion de particulas materiales
mas densas que <] medio que ias rodea en un campo gravitacional. las de diferente tamafo y
forma viajaran hacia el fondo del tubo de ia centrifuga a diferentes velocidades. Por lo que se
empleo dos formas de centrifugar diferentes de las cuales ja de 43.279¢/307/4°C fue la que
presentd mejor respuesta en rindn; pero no en mesolelio e intestino v en la de 20.124g/57/4°C se
obtuvieron resullados constantes ademas cualquiera de las dos cumplen con formar un
fraccionamienic o separacién aceptable. Los resullados  sugicren la centrifugacion

20,124¢/5°/4°C va que evita la perdida de tiempo a la hora de elaborar nuestro protocolo.



En cuanto a la estandarizacién de Ja temperatura se utilizé el valor mas extremo en el que
trabajan las proteinas que es de 42°C y la temperatura considerada por el protocolo de Calvo-
Méndez que es de 37°C, el cual demostré que la temperatura de 42°C no desnaturalizd a la
proteina por el contrario provocd una mejor actividad de la misma. Asi mismo se utilizaron
diferentes tiempos de incubacion con las diferentes temperaturas y se observé que a 307 se obtuvo
hubo una menor respuesta que a 90" lo que sugiere que a 42°C /90%es la condicidén mas adecuada
para este procedimiento ya que cumple con nuestras expectativas.

Para determinar si realmente la ODC es 1til como biomarcador de tumor se incluyo un ultimo
grupo conformado tanto por ratones sanos, como por ralones con linfoma y se encontré una
diferencia significativa (P=0.001) respecto a este pardmetro de medicion. Es decir, los rawones
con linfoma presentaron mayor actividad de ODC en tejido de rifion en comparacién con los
ratones sanos. Lo que parece ser un mecanismo de induccién del tumor sobre el metabolismo de
las PAs en los tejidos sanos.

Debido a las observaciones anteriores cree que la técnica radiométrica propuesta en este estudio
para determinar las diferencias de la actividad de ODC en ratones $anos como en ratones con
linfoma. en diversos tejidos. ha mostrado ser una opcién viable y con un rendimiento

satisfactorio.



10. CONCLUSIONES

Con la técnica radiométrica es factible determinar la actividad de ODC en tejidos de ratén.

Se determind por los resultados obtenidos que las condiciones Optimas para realizar el ensayo
son:

El tejido de rifion es adecuado para medir la actividad de ODC en el modelo de ratén BALB/c,
de los analizados en el presente estudio.

La Homogenizacién con mortero. centrifugacion a 20,124g/57/4°C y la temperatura y tiempo de
incubacidn éptimos fueron de 42°C durante 90°.

En cuanto al experimento de ralones sano y con tumor se encontré gue el rifion es un buen tejido
para medir la evolucién del tumor. ya que si hay diferencias significativas entre las medias de los

ratones con tumor y sin tumor.
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11. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se logr estandarizar la técnica radiométrica descrita por Calvo-Méndez a
los tejidos de raton BALB/c {mesotelio, intestino, rifion ), siendo el rifidn el de mejores resultados
por lo que nosotros consideramos que es el mejor tejido para realizar el ensayo de actividad
enzimatica de la ODC y utilizarlo como un buen bicindicador para determinar la evolucidn y
implicacion o presencia de la actividad tumoral.

Esta técnica nos permite una mejor certeza de fa bioguimica de las poliaminas y por ende de la
evolucion de tumores. Y por lo que se propene utilizarta como una herramienta basica. en el

Laboratorio de Biomarcadores y Genética Molecular, para nuestros futuros estudios.

e
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