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RESUMEN: Con base en consideraciones teóricas sobre inhibidores enzimáticos y antimetabolitos, 
nosotros supusimos que la 6-N-fonnil omitina podría comportarse como inhibidor de la omitina 
descarboxilasa de hígado de rata, por lo que se sintetizó y se probó dicho compuesto sobre la actividad 
de esta enzima, habiéndose encontrado que esta sustancia efectivamente inhibió a la ornitina descar
boxilasa en forma competitiva, con una Ki de 15 mM. En tanto que el homólogo inmediato supe
rior, la E-N-fonnil lisina no tuvo efecto inhibidor. 

INTRODUCCIÓN 

La omitina descarboxilasa (EC 4.1.1.17) tiene una función clave en la biosíntesis de 
las poliaminas, putrescina, espennidina y espennina, moléculas indispensables para el cre
cimiento y la diferenciación celular (Pegg, 1986; Tabor y Tabor, 1984, 1985). La omitina 
descarboxilasa {ODC) cataliza la descarboxilación de omitina a putrescina, dependiente 
de fosfato de piridoxal. La detección de la actividad de la ODC en tejidos animales se 
publicó en 1968 {Russell y Snyder, 1968), y en 1969 Russell y Snyder {Russell y Snyder, 
1969) encontraron que esta enzima se recambiaba con una vida media muy corta, entre 
10 y 30 minutos, lo que estimuló el interés en esta enzima, ya que sugería su papel regula
dor en la vía biosintética de las poliaminas. Las características más importantes.de la ODC 
son, su alta velocidad de recambio, que puede ser tan corta como 10 minutos {Davis, et 
al., 1992; Ghoda, et al., 1992) y su inducibilidad; su actividad en células de mamífero 
en reposo es muy pequeña, casi nula, pero incrementa su actividad en respuesta a una 

*Becarios de la DEDICT-COFAA y EDD. 
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gran variedad de estímulos de crecimiento, tales como hormonas, factores de crecimiento, 
estímulos regenerativos y promotores de tumores (Russell, 1980; Pegg, 1986). Estas 
características propias de la ODC, hacen que su expresión se encuentre fuertemente con
trolada en todas las células y por lo tanto que sea la enzima que regula la vía biosintética 
de las poliaminas. 

El incremento en la biosíntesis de las poliaminas es un evento obligado, previo al creci
miento y diferenciación celular, ya sea de células en cultivo, tejidos en regeneración, 
tejidos embrionarios, células tumorales naturales o experimentales, tejidos hipertróficos, etc. 
(Russell, 1980; Pegg, 1986; Tabor y Tabor, 1984), y se considera que los inhibidores· 
de la biosíntesis de las poliaminas podrían utilizarse como posibles agentes quimiotera
péuticos para el control de estados patológicos de la proliferación celular, como cáncer 
y enfermedades parasitarias por protozoarios (Das et al., 1995; Heby y Persson, 1990; 
Hunter et al., 1990; Pegg, 1988; Sjoerdsman y Schechter, 1984). Debido a que la ODC 
es la enzima que regula la vía biosintética de las poliaminas, ha sido el blanco quimiotera
péutico más desarrollado (Rodríguez-Páez et al., 1987; Stevens y Stevens, 1980). El inhi
bidor más utilizado con fines terapéuticos, es la difluorometil ornitina (DFMO) (Kelloff 
et al., 1994; Pegg, 1982, 1986, 1988; Sjoerdsma y Schechter, 1984), un inhibidor irre
versible activado por la ODC (Metcalf et al., 1978; Pegg, 1987), muy potente in vitro, 
y aunque en algunos casos se han obtenido buenos resultados clínicos, la DFMO es rápi
damente eliminada por el organismo y no es capaz de penetrar a las células de algunos 
tejidos (Pegg, 1986, 1988; Sjoerdsma y Schechter, 1984). Esto ha llevado a la búsqueda 
de inhibidores más efectivos y que perduren más tiempo en el organismo; por ello, en 
este trabajo se estudia el efecto de la c5-N-formil ornitina y la e-N-formil lisina, análogos 
estructurales de la ornitina (Fig. 1) como posibles inhibidores de la ODC de hígado de tata. 
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Fig. l. Inhibidores estudiados y su relación estructural con la ornitina, substrato"lllltural de 
la ornitina descarboxilasa. Los grupos químicos señalados, indican las modificaciones 

hechas al substrato. 



Rodrfguez-Páez, L. et al. EFECTO DE LA &-N-FORMJL ORNITINA 23 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizaron ratas Wistar machos o hembras de aproximadamente 200 a 250 g de peso. 
Los reactivos: 2,2' p-fenilen-bis(5-fenil-oxazol) [POPOP], 2,5-difenil-oxazol (PPO) y 
ninhidrina, fueron de Merck. Fosfato de piridoxal, metil ornitina, ditiotreitol, albúmina 
bovina, p-nitrofenol, urea, diacetilmonoxima, N ,N' -diciclohexil carbodiimida, de Sigma 
Chemical Co. Reactivo de Folio, de Sigma-México. Ornitina-l-14C, de Amersham. Am
berlita IRC-50, de Mallinckrodt. Los demás reactivos utilizados fueron quúnicamente puros. 

Síntesis de la ó-N-formil ornitina y de la e-N-formil lisina 

La síntesis de la ~-N-formil ornitina (N-FO) y de la e-N-formil lisina (N-FL) se hizo 
por el método informado por Okawa y Hase (Okawa y Hase, 1963), La N-FO se obtuvo 
cristalina, con un rendimiento del 56% y un punto de fusión de 217ºC (descomposición). 
Ambas determinaciones concuerdan con lo informado por Okawa y Hase (1963). La N-FL 
se obtuvo como un producto cristalino con un rendimiento del 38 % y un punto de fusión 
de 225-226ºC (descomposición). Lo cual concuerda también con lo informado por Okawa 
y Hase (1963). 

Obtención de la ornitina descarboxilasa por el método de Ono et al., 1972 

a) Obtención del extracto enzimático 

Se inyectaron por vía intraperitoneal ratas Wistar con tioacetamida (150 mg/kg de peso), 
se sacrificaron 19 h después por dislocación cervical. Se extrajeron los hígados, se lava
ron con agua fría y se pesaron inmediatamente. Se cortaron en pedazos pequeños y se 
homogeneizaron en el triple de su peso en volumen de regulador de fosfatos 0.05 M, pH 
7 .O, con 0.25 M de sacarosa, 0.1 mM de fosfato de piridoxal, 0.1 mM de EDT A y 5 
mM de ditiotreitól. Se centrifugó a 12,000 x g. Se pasó el sobrenadante resultante por 
manta de cielo húmeda, para eliminar la grasa del extracto enzimático. 

b) Purificación parcial de la ornitina descarboxilasa 

El extracto enzimático se centrifugó a 100,000 g por 1 h y el sobrenadante resultante 
se pasó por manta de cielo húmeda para eliminar la grasa. Se cambió el pH del medio 
a 4.6 por la adición lenta de ácido acético 2 M frío. Se incubó 30 minen frío, sin agita
ción y se recolectó el precipitado obtenido, por centrifugación a 12,000 x g. El precipitado 
se redisolvió en 15 mi de regulador de fosfatos 0.05 M, pH 7.0, con 0.1 mM de fosfato 
de piridoxal, 0.1 mM de EDT A y 5 mM de ditiotreitol. Se centrifugó nuevamente a 12,000 
x g. El sobrenadante obtenido fue la ornitina descarboxilasa semipurificada que se guardó 
en congelación a -70°C hasta su uso. Ésta es la solución enzimática (7 .6 mg/ml) que se 
utilizó en todos los experimentos de este trabajo, cuya actividad específica fue de 0.14 
nmol de C02'min/mg de proteína. 

Una unidad de actividad enzimática se define como la cantidad de enzima necesaria 
para liberar un nmol de 14C02 por mio de incubación a 37°C, bajo las condiciones del 
ensayo. 
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Medici6n de la actividad de la omitina descarboxilasa 

Para medir la actividad enzimática de la ODC, se empleó el método de Hayashi, 1983, 
modificado. 

En frascos apropiados se mezclaron 0.1 µ.Ci de L-ornitina-1-14c (25 mCi/ mmol), 0.1 
mi de ornitina. HCI 0.8 mM, 0.1 mi de fosfato de piridoxal 0.1 mM, 0.1 mi de EDT A 
0.1 mM, 0.1 mi de ditiotreitol 5 mM y regulador de fosfatos 0.05 M, pH 7 .O necesario 
para completar O. 7 mi. Se colocaron 110 µ.I de KOH al 10% sobre una tira de papel filtro 
sostenida por el tapón del frasco. Se cerraron los frascos con tapones apropiados y se 
engargolaron. Se colocaron los frascos en baño maría a 37°C y se inició la reacción con 
la adición (por inyección) de 0.3 mi de la solución enzimática. Se dejó reaccionar 60 mio 
a 37ºC con agitación. Se detuvo la reacción por la adición (por inyección) de 0.5 mi de 
ácido perclórico 2 M. Se continuó incubando por 60 mio más para permitir que el 14C02 

se absorbiera al papel filtro. Después, se desengargolaron los frascos y se pasó el papel 
filtro a un frasco con 10 mi de líquido de centello. Se midió la radiactividad del frasco 
en un contador de centelleo líquido Beckman 3801. Como testigos se emplearon un blanco 
de sustrato y un blanco de enzima, que carecen de substrato o de enzima, respectivamente. 

Efecto de la concentración del inhibidor sobre la actividad de la omitina descarboxilasa 

Se midió la actividad de la omitina descorboxilasa en presencia de diferentes concen
traciones, de 0-100 mM, de ~-N-formil ornitina y e-N-formil lisina, de acuerdo con el 
método de Hayashi, 1983, modificado, descrito anteriormente. Los inhibidores se adicio
naron en un volumen de 0.1 mi de solución acuosa. 

Detenninación del tipo de inhibici6n producido por la o-N-fonnil omitina y la t-N-fonnil 
lisina sobre la omitina descarboxilasa 

Se determinó la actividad de la ODC como se describió previamente, a diferentes con
centraciones de L-omitina (0-2 mM), en ausencia y en presencia de dos concentraciones 
diferentes del inhibidor, que a una concentración de 0.8 mM de L-omitina producen apro
ximadamente el 30 y el 60% de inhibición, respectivamente. 

REsULTADOS 

Todos los resultados mostrados en este estudio representan el promedio de por lo me
nos tres determinaciones. 

Efecto de la o-N-fonnil omitina sobre la actividad de la omitina descarboxilasa 
rJe hígado de rata 

Para determinar si la N-FO se comportaba como inhibidor de la ODC, se midió la acti
vidad de esta enzima a diferentes concentraciones de la N-FO. En la figura 2 se observa 
que la N-FO inhibe a la ODC de hígado de rata, ya que a una concentración de 20 mM, 
la N-FO inhibe un 10%, y a una concentración de 100 mM inhibe aproximadamente un 
60%. 
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F10. 2. Efecto de la concentración de la 6-N-formil ornitina sobre la ac
tividad de la omitina descarboxilasa de hígado de rata. La actividad de 
la ODC se determinó por el método de Hayashi (1983) midiendo la des
carboxilación (C02) en nmol/min. El 100% de la actividad enzimática 
equivale a 0.32 nmol de C02 liberados por minuto (258 cpm/min). En 
todas las determinaciones se usó la misma concentración de enzima. •, 

ODC + 10-3 M de inhibidor. 
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Al obtener este efecto sobre la ODC, se procedió a determinar el tipo de inhibición 
que se produjo, para lo cual se hicieron determinaciones cinéticas a diferentes concentra
ciones de sustrato. La ODC presenta una cinética típica de Michaelis-Menten, con una 
Km de 0.16 mM (gráfica no mostrada). Con esos datos se trazó la gráfica de la figura 
3, de acuerdo con el método de Lineweaver-Burk (Dixon y Webb, 1979), y como se puede 
observar, se trata de una inhibición competitiva, lo cual implica que la N-FO produce 
una inhibición reversible por competencia con el substrato por el sitio activo de la ODC. 

Se determinó la constante de inhibición (Ki) de este sistema por el método de Dixon 
y Webb (1979), y se encontró que fue de 15 mM (Fig. 4). 

Efecto de la e-N-formil lisina sobre la actividad de la ornitina descarboxilasa 
de hígado de rata 

Ya que la N-FO es un inhibidor competitivo de la ODC, determinamos si su homólogo 
superior, la N-FL que tiene un grupo -CH2- más en la cadena hidrocarbonada, era 
capaz de inhibir a la ODC. En la figura 5 se puede ver que esta sustancia prácticamente 
no inhibe a la ODC, ya que a una concentración de 100 mM, apenas produce una ligera 
inhibición. Esto indica que la introducción de un grupo metileno en la cadena hidrocarbo
nada de la N-FO, hace que se pierda la afinidad por el sitio activo de la ODC. 
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Fig. 3. Determinación del tipo de inhibición que produce la o-N-formil 
omitina sobre la omitina descarboxilasa de hígado de rata (método de 
Lineweaver-Burk). La actividad de la ODC se determinó como se indicó 
en la figura 2. •, ODC . o, ODC + 40 mM del inhibidor. • , ODC + 

80 mM del inhibidor. 
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Fig. 4. Determinación de la constante de inhibición (Ki) de la o-N-formil 
omitina para la omitina descarboxilasa de hígado de rata (método de Dixon 

y Webb, 1979). Los datos se tomaron de la figura 3. 
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Fm. 5. Efecto de la concentración de la E-N-fonnil lisina sobre la·activi
dad de la ornitina descarboxilasa de hígado de rata. La actividad de la 
ODC se determinó como se indicó en la figura 2. •, ODC + 10·3 M de 

inhibidor. 

DISCUSIÓN 
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Se ha demostrado que un aumento de la síntesis de poliaminas es un hecho obligado 
previo a la proliferación celular, ya sea de células en cultivo, tejidos embrionarios, teji
dos en regeneración o células tumorales; y se considera que los inhibidores de la biosínte
sis de poliaminas podrían servir, no sólo para dilucidar el mecanismo de accióñ de las 
poliaminas en la regulación del crecimiento y proliferación celular, sino que además 
podrían encontrar aplicación como posibles agentes quimioterapéuticos en la disminución 
del crecimiento de células tumorales. Con este propósito se ha tratado de inhibir a la ODC, 
por considerar que esta enzima participa en la reacción limitante de la biosíntesis de las 
poliaminas, y en teoría, esta inhibición podría conducir a la disminución de los niveles 
no sólo de putrescina, sino también de espermidina y espermina. 

Una de las primeras substancias que se sintetizaron con la idea de inhibir a la ODC 
fue la a-metil omitina, la cual resultó un potente inhibidor competitivo de esta enzima 
(Abdel Moneo et al., 1975), habiéndose demostrado que es capaz de inhibir a la ODC 
de células de hepatoma de rata en cultivo, con una consecuente disminución del creci
miento tumoral (Mamont et al., 1976). La a-difluorometil omitina, inhibidor irreversible 
de la ODC (Metcalf et al., 1978), es el inhibidor de la ODC más estudiado, es de los 
llamados inhibidores suicidas y también es capaz de inhibir el crecimiento de células tu
morales como consecuencia de la inhibición de la ODC (Mamont et al., 1978; Pegg, 1988). 

Con base en consideraciones teóricas, en este trabajo se estudiaron dos análogos estruc-
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turales de la omitina como posibles inhibidores de la ODC. Estas sustancias, la o-N-formil 
ornitina y la e-N-formil lisina, se sintetizaron y se probaron sobre la actividad de dicha 
enzima. 

La primera sustancia que se supuso podría comportarse como inhibidor de la ODC 
fue la o-N-formil ornitina, basándonos en que previamente se había informado que algu
nos o-N-alquil derivados de la omitina, como la N-metil y la N-etil ornitina tenían cierta 
actividad como inhibidores de la ODC (Bey et al., 1978). Por tanto, se quería explorar 
si la introducción de un grupo formilo en el grupo o-amino de la omitina, podría ser acep
tado por el sitio activo de la ODC y, de ser así, dicha sustancia se debería comportar 
como inhibidor de esta enzima. Cabe mencionar que se han diseñado una gran cantidad 
de sustancias como posibles inhibidores de la ODC (Rodríguez-Páez et al., 1987, revi
sión), sin embargo, en ningún caso se ha considerado la introducción de un grupo formilo 
en el grupo o-amino de la omitina. De ahí la importancia del presente estudio, ya que 
si la o-N-formil omitina resultara ser inhibidor de la ODC, aunque no fuera muy potente, 
se contaría con una nueva estructura química a partir de la cual se podrían obtener nuevos 
derivados, con la idea de incrementar su afinidad por la enzima, aumentar su permanen
cia en el organismo o disminuir su toxicidad. Con el objeto de hacer el estudio comparati
vo, se consideró también sintetizar y estudiar el homólogo inmediato superior, que sería 
la e-N-formil lisina para determinar cuál es el efecto que produce el aumentar un átomo 
de carbono en la molécula. 

El hecho de que la o-N-formil )rnitina inhiba a la ODC en forma competitiva indica 
que a pesar de la introducción del grupo formilo en la posición o de la Qmitina, el sitio 
activo de la ODC conserva su afinidad por esta molécula; en tanto que la e-N-formil lisi
na, con un átomo de carbono más, pierde la afinidad por el sitio activo, ya que esta subs
tancia no produjo inhibición sobre la enzima. 

Estos hallazgos muestran que el sitio activo de la ODC estudiada, acepta modificacio
nes en el grupo o-amino de la omitina y específicamente acepta que el grupo o-amino sea 
transformado en una amida, lo cual, desde el punto de vista químico, es estupendo, ya 
que esto nos permitirá en el futuro introducir grupos alquilantes en esta posición del sus
trato, con la idea de obtener inhibidores irreversibles dirigidos al sitio activo de esta enzi
ma. Así por ejemplo, se podría introducir un grupo cloroformilo en el o-amino de la ornitina, 
y con esta sustancia se esperaría que, por similitud estructural con cd sustrato, este posible 
inhibidor entraría al sitio activo de la enzima, y si el grupo alquiÍante quedara cerca de 
algún grupo nucleofílico, se produciría una alquilación de la enzima y consecuentemente 
una inhibición irreversible. Con lo que se esperaría una mayor inhibición y por lo tanto 
mayor efecto farmacológico. 

Así, además de que la o-N-formil ornitina mostró ser un buen inhibidor de la ODC, 
esta sustancia abre muchas posibilidades para el diseño y obtención de otros derivados 
acilados como posibles inhibidores irreversibles dirigidos ~l sitio activo de esta enzima, 
con mucho más posibilidades de llegar a ser utilizados como posibles fármacos para el 
tratamiento de enfermedades caracterizadas por una alta proliferación celular. 

CONCLUSIONES 

Se estudiaron dos análogos estructurales de la ornitina como posibles inhibidores de 
la ornitina descarboxilasa: la o-N-formil omitina y la e-N-formil lisina. 
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Los resultados mostraron que la o-N-formil ornitina inhibe a la ornitina descarboxilasa 
en forma competitiva con una Ki de 15 mM, lo que indica que a pesar de la introducción 
del grupo formilo en la posición o de la omitina, el sitio activo de la omitina descarboxilasa 
conserva su afinidad por esta molécula; en tanto que el homólogo inmediato superior, 
la e-N-formil lisina, con un átomo de carbono más, pierde la afinidad por el sitio activo, 
ya que esta substancia no produjo inhibición sobre la enzima. 

Estos hallazgos muestran que el sitio activo de la omitina descarboxilasa estudiada, acepta 
modificaciones en el grupo o-amino de la ornitina y específicamente acepta que el grupo 
o-amino sea tra,_nsformado en una amida, lo cual, desde el punto de vista químico, es estu
pendo, ya que esto nos permitirá en el futuro introducir grupos alquilantes en esta posi
ción del sustrato, con la idea de obtener inhibidores irreversibles dirigidos al sitio activo 
de esta enzima. 

SUMMARY 

Using a theoretical approach for the design of enzymatic inhibitors and antimetabolites, 
we supposed that o-N-formyl ornithine, would behave like a rat liver omithine decarboxylase 
inhibitor. That is why, we synthesized and tested this compound on the activity of this 
enzyme, observing that this substance really inhibited ornithine decarboxylase in a 
competitive way, with a Ki 15 mM, whereas the one carbon higher homologous, the e-N
formyl lysine, showed no inhibitory effect. 
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