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RESUMEN

RESUMEN

La ornitina descarboxilasa (ODC) participa en el primer paso de la sintesis de las poliaminas
(PAs), las cuales estan involucradas en una amplia variedad de procesos celulares. Esta enzima
descarboxila a la L-ornitina para formar putrescina. Se ha encontrado que algunas ODC,
incluyendo a la humana (HsODC), también utilizan a la L-lisina como sustrato para producir
cadaverina. En ese mismo sentido, la estructura tridimensional (3D) de la HSODC que ha sido
resuelta, muestra que la cadaverina, producto de este sustrato alternativo, se une a la enzima, pero
interesantemente, en un sitio alostérico. El metabolismo de PAs se encuentra involucrado en el
desarrollo de cancer, de ahi que se considere a la HsODC como un blanco terapéutico para el
tratamiento de esta enfermedad. Los inhibidores que han sido desarrollados contra esta enzima
producen efectos toxicos a altas dosis, lo cual exige el descubrimiento de inhibidores novedosos y
bioldgicamente seguros con efectos anti-proliferativos. Teniendo en cuenta lo anterior, en nuestro
grupo se determind que la sulfadiazina y al 4&cido aminocaproico se unen a la enzima y, por tanto,
estabilizan su conformacion nativa. La estructura 3D de la HsODC unida a nuevos inhibidores en
el sitio catalitico o el alostérico, permitird comprender el mecanismo de inhibicion involucrado.
Por ello, el objetivo de este proyecto consistid en determinar las condiciones Optimas de
cristalizacion de la HsODC en complejo con ligandos analogos a la lisina, lo cual contribuira a la
obtencion de su estructura 3D mediante cristalografia de rayos X.

La HsODC se sobreexpreso en cé€lulas de Escherichia coli con el uso del vector de expresion
pRSET-HsODC, que codifica para la proteina de interés. La estrategia de purificacion de la HsSODC
consistio en tres etapas consecutivas de cromatografia, que permitieron obtener un rendimiento de
aproximadamente 4 mg totales de proteina por litro de cultivo. Se corroboré la identidad de la
proteina mediante Western blot con el empleo de anticuerpos policlonales especificos anti-HsODC
producidos en nuestro laboratorio, y se determind su pureza por medio de SDS-PAGE tefiido con
plata. La cristalizacion de la HsODC en presencia de los ligandos seleccionados se realizé por el
método de difusion de vapor en gota sentada. Se optimizaron las condiciones de cristalizacion de
forma tal que se obtuvo un gradiente de precipitante y de sal en el cual, los cristales se repetian en
todas las preparaciones de proteina. Aunque los cristales obtenidos presentaron un tamafio
apropiado (80 - 140 um de largo y 30 - 40 um de grosor), los ensayos de difraccion de rayos X
realizados no han ofrecido la cantidad y calidad de puntos de difraccion suficientes para poder

determinar los parametros de celda unitaria.
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ABSTRACT

Ornithine decarboxylase (ODC) participates in the first step of polyamine (PAs) biosynthesis,
which are involved in a wide variety of cellular processes. This enzyme decarboxylates L-ornithine
to form putrescine. It has been found that some ODCs, including human ODC (HsODC), also use
L-lysine as a substrate to produce cadaverine. Furthermore, the resolved three-dimensional (3D)
structure of HsODC shows that cadaverine, the product of this alternative substrate, binds to the
enzyme, interestingly, at an allosteric site. The metabolism of PAs is implicated in cancer
development, thus making HsODC a therapeutic target for the treatment of this disease. Inhibitors
developed against this enzyme have shown toxic effects at high doses, which demands the
discovery of novel and biologically safe inhibitors with anti-proliferative effects. Considering this,
our group determined that sulfadiazine and aminocaproic acid bind to the enzyme and thereby
stabilize its native conformation. The 3D structure of HsODC bound to new inhibitors at the
catalytic or allosteric site will allow us to understand the inhibition mechanism involved. Therefore,
the aim of this project was to determine the optimal crystallization conditions of HsODC in
complex with lysine analog ligands, which will contribute to obtaining its 3D structure using X-
ray crystallography.

HsODC was overexpressed in Escherichia coli cells using the pRSET-HsODC expression
vector encoding the target protein. The purification strategy for HSODC involved three consecutive
chromatography steps, resulting in a yield of approximately 4 mg of total protein per liter of culture.
The protein identity was confirmed through Western blot analysis using specific polyclonal anti-
HsODC antibodies produced in our laboratory, and its purity was determined by silver-stained
SDS-PAGE. Crystallization of HsODC in the presence of the selected ligands was performed using
the vapor diffusion sitting-drop method. Crystallization conditions were optimized to establish a
precipitant and salt gradient in which crystals were consistently formed in all protein preparations.
Although the obtained crystals had an appropriate size (80 - 140 um in length and 30 - 40 pm in
thickness), X-ray diffraction experiments did not yield a sufficient quantity and quality of

diffraction spots to determine the unit cell parameters.
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1. INTRODUCCION

1.1. Poliaminas

1.1.1. Estructura quimica y distribucion

Las poliaminas (PAs) son pequefias alquilaminas policationicas que estan presentes en los tres
grandes dominios de la vida: Bacteria, Archaea y Eukarya (Michael, 2016a). Se identificaron por
primera vez en 1678 por Antonie van Leeuwenhoek como estructuras cristalinas en una muestra de
fluido seminal humano (Tabor y Tabor, 1976; Bachrach, 2010). Desde el punto de vista
estructural, la mayoria de estas moléculas estan formadas por una cadena alifatica lineal y flexible
que contiene dos 0 mas grupos amino. Entre las mas comunes se encuentran la putrescina (Put), la
espermidina (Spd), la espermina (Spm), la cadaverina (Cad) y el 1,3-diaminopropano (1,3-DAP)
(Figura 1) (Miller-Fleming et al., 2015; Michael, 2016a; Michael, 2016b; Lenis ef al., 2017).

AN VA VYaPa P
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H;N H;N n,

Putrescina (Put) Espermidina (Spd)

H,

2 VN e

H,
Espermina (Spm)

HJN*/\/\/\* NH, H;N‘/\/\*NHs

Cadaverina (Cad) 1,3-Diaminopropano (1,3-DAP)

H,N

Figura 1. Estructura quimica de las PAs mas comunes y biologicamente relevantes. La Put, la Spd y la
Spm son las mas comunes, seguidas de la Cad y el 1,3-DAP (todos sus grupos amino se encuentran

protonados a pH fisiologico) (Modificada de Michael, 2016a).

Las PAs comparten dos caracteristicas distintivas: se derivan de aminoacidos y presentan todos
sus grupos amino (-'NH3) protonados a pH fisioldgico, lo que les permite interactuar con
macromoléculas cargadas negativamente como los acidos nucleicos, ciertas proteinas y los
fosfolipidos (Miller-Fleming et al., 2015; Michael, 2016a). La propiedad que tienen las PAs para
asociarse con los aniones en la célula se basa principalmente en la cantidad de cargas positivas que
cada una posee. En este sentido, la Spm es la més activa en generar interacciones anionicas debido
a su mayor numero de cargas positivas, mientras que la Put, al tener menor cantidad, es menos

activa (Yuan et al., 2001; Moinard et al., 2005).
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A diferencia de los cationes inorganicos como el Mg?* o el Ca?’, las PAs presentan cargas
positivas distribuidas a distancias definidas a lo largo de cadenas de metileno flexibles que pueden
participar en interacciones hidrofobicas. En consecuencia, las PAs establecen interacciones mas
fuertes y especificas con acidos nucleicos y macromoléculas acidas en comparacion con los
cationes inorgénicos (Igarashi y Kashiwagi, 2000; Thomas y Thomas, 2001; Bachrach, 2005).

Es necesario mencionar que las concentraciones y la composicién de dichas moléculas varian
entre especies de organismos, incluso entre células y tejidos de un mismo organismo (Tabor y
Tabor, 1976; Davis et al., 1992). En la Tabla 1 se aprecia que E. coli presenta una mayor
concentracion de Put, mientras que Neurospora crassa y las células de rifion de hamster muestran

mayor concentracion de Spd y Spm.

Tabla 1. Contenido intracelular de PAs en células de tres organismos diferentes: E. coli, N. crassa 'y
celulas de rifion de hamster (Tomada de Davis et al., 1992).

Contenido de PAs (mM)

Organismo Putrescina | Espermidina | Espermina
Células DR112 28.4 4.2 0
de E. coli
Neurospora crassa 0.32 7.2 0.16
(fase exponencial)
Células BHK21/C13 0.13 2.07 1.09
(rifion de hamster)

Igarashi y Kashiwagi en 2010 evaluaron la distribucion de las PAs en linfocitos bovinos, higado
de ratas y E. coli a partir de sus constantes de uniéon con macromoléculas (ADN, ARN vy
fosfolipidos) y nucleotidos trifosfatados, asi como de sus concentraciones celulares (Watanabe et
al., 1991). En términos generales, los procariontes presentan una mayor concentracion de Put,
mientras que los eucariontes suelen tener mayor concentracién de Spd y Spm (Tabor y Tabor,
1976; Miller-Fleming et al., 2015). Aunque las concentraciones intracelulares de PAs en
eucariontes suelen estar en valores milimolares (Pegg, 2016), la mayoria de estas se encuentran
compartimentadas y/o unidas a acidos nucleicos y otras moléculas con carga negativa. Como
resultado, las concentraciones de PAs libres son considerablemente mas bajas en comparacion con
la concentracidn celular total (Igarashi y Kashiwagi, 2010; Park y Igarashi, 2013).

En los mamiferos, las PAs pueden provenir a partir de distintas fuentes. Por un lado, se originan

internamente mediante la biosintesis de novo y las interconversiones entre ellas mismas. Estas
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moléculas también son abundantes en el entorno extracelular, particularmente en el tracto
gastrointestinal, donde la mayoria se derivan de la dieta, la microbiota, las secreciones digestivas
(especialmente en el intestino y el pancreas) y el desprendimiento de células epiteliales. Las PAs
luminales estan presentes en concentraciones milimolares y se ha demostrado que las células de
todo el cuerpo las utilizan para apoyar el crecimiento, dejando concentraciones de PAs
micromolares en la circulacion sistémica (Holbert et al., 2022). En funcion de esto, su contenido
intracelular se encuentra estrictamente regulado por los procesos de biosintesis, degradacion,

absorcion y excrecion (Igarashi y Kashiwagi, 2000; Minois ez al., 2011).

1.1.2. Funciones de las PAs en la célula
La capacidad de las PAs de interactuar con macromoléculas cargadas negativamente hace
posible que intervengan en una gran variedad de procesos celulares, incluida la estabilizacion del
ADN, el plegamiento y flexion del ARN, las interacciones entre proteinas y ARN, la sintesis de
proteinas, la hipusinacion, la autofagia, las interacciones en la membrana, la resistencia al estrés,

la apoptosis y la diferenciacion y proliferacion celular (Figura 2) (Mounce et al., 2017).
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Figura 2. Procesos celulares en los que intervienen las PAs. Las cargas positivas presentes en su

estructura a pH fisiologico les permite interactuar con macromoléculas cargadas negativamente como acidos
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nucleicos, proteinas y fosfolipidos. La figura se confecciond en BioRender (Modificada de Mounce ef al.,
2017).

Las PAs pueden unirse tanto al ADN como al ARN, lo que modifica la conformacion y funcion
de los acidos nucleicos. En el caso del ADN, las PAs pueden alterar su estructura al promover la
transicion de la forma B a la forma Z o causar su flexion; de ahi que contribuyan a la estabilizacion
y remodelacion de la cromatina y, por tanto, a la regulacion de la expresion génica. Ademas, las
PAs facilitan la interaccion de factores de transcripcion con el ADN, por lo que desempefian un rol
primordial en este proceso (Ouameur y Tajmir-Riahi, 2004; Miller-Fleming ez al., 2015;
Mounce et al., 2017). En células y tejidos de mamiferos, la mayor parte de la Spd y la Spm (57 —
85 %) estan directamente asociadas al ARN, mientras que las PAs libres y las que se unen a otros
componentes (como ADN, ATP o fosfolipidos) son proporcionalmente pequefias (Igarashi y
Kashiwagi, 2000; Igarashi y Kashiwagi, 2010). Se ha descubierto que la Spm juega un papel
importante en la estabilizacion de la estructura de los ARNt y, ademads, estimula la interaccion de
estos con su sitio de unidn en los ribosomas, aumentando la eficiencia y la fidelidad de la traduccion
(Shimogori et al., 1996; Igarashi y Kashiwagi, 2000; Ouameur et al., 2010). También se pueden
asociar con proteinas de union a los ARNm, favoreciendo o disminuyendo su interaccion con estas
moléculas. Por ejemplo, la asociacion de PAs con el factor 1 de union a elementos ricos en AU
(AUF1 del inglés AU-rich binding factor 1), ayuda a que se una a ciertos ARNm, lo cual promueve
la degradacion de estos y disminuye su tiempo de vida media. De manera similar ocurre con el
antigeno humano R (HuR del inglés Human antigen R), quien se encarga de regular la estabilidad
y la traduccion de ciertos ARNm que también presentan elementos ricos en AU en su secuencia 3 -
UTR. El incremento de las PAs intracelulares disminuye la concentracion citoplasmatica de HuR,
lo que desfavorece su union a los ARNm y permite que la velocidad de degradacion de estos sea
mayor (Zou et al., 2010; Rao et al., 2020).

Por otro lado, las PAs intervienen en la sintesis de proteinas al potenciar la traduccion de
determinados ARNm. Algunas proteinas cuya sintesis es estimulada por las PAs a nivel de la
traduccion incluyen COX4 (una subunidad del citocromo C) en levadura, Cct2 (proteina del
complejo T, subunidad ), Hnrpl (riboproteina L nuclear heterogénea), Pgaml (fosfoglicerato
mutasa 1), eEF1A (factor de elongacion 1A) y pl6 (un factor de transcripcion) en células FM3A

de carcinoma mamario de raton. Se han descrito tres mecanismos principales a través de los cuales
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estos policationes potencian dicho proceso en células eucariotas (Figura 3) (Uemura et al., 2009;

Nishimura et al., 2009; Terui et al., 2015; Igarashi y Kashiwagi, 2015).

Derivaci6n ribosomal
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Figura 3. Mecanismos principales por los que las PAs modulan la sintesis de proteinas en células
eucariotas. (A) Derivacion de la subunidad ribosomal 40S en la region 5°-UTR del ARNm; (B)
Aproximacion de la secuencia CR a la subunidad ribosomal 40S; y (C) Desplazamiento + 1 del marco de
lectura en un codon de terminacion temprano. La figura se confecciond en BioRender (Modificada de

Igarashi y Kashiwagi, 2015).

Uno de ellos esté relacionado con el desplazamiento de los ribosomas a través de estructuras de
horquilla que se forman en la region 5'-UTR de diferentes ARNm (COX4 y Cct2), y que entorpecen
el escaneo de ésta, donde las PAs facilitan la movilidad de los ribosomas (Figura 3A) (Uemura et
al., 2009). Por otro lado, existe una secuencia CR en el extremo 5'-UTR de ciertos ARNm
eucaridticos (e[F1Ay p16), que consta de mas de 5 nucle6tidos y es complementaria a otra presente
en el extremo 3'-UTR del ARNr 18S, y resulta importante para la accesibilidad al codén de inicio
de la traduccion (AUG). En este caso, las PAs favorecen la interaccion de los ribosomas con las

secuencias CR, permitiendo su acceso al codon AUG (Figura 3B) (Nishimura et al., 2009; Terui
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et al., 2015). El tercer mecanismo tiene que ver con el desplazamiento +1 en el marco de lectura
durante la sintesis de una proteina denominada antizima (AZ) (Figura 3C) que contribuye a regular
los niveles de PAs intracelulares y que sera descrito mas adelante (Matsufuji et al., 1995).

La Spd juega un papel esencial en la hipusinacion, que es una modificacion postraduccional
altamente conservada en eucariotas y algunas arqueas, donde dicha PA dona un grupo 4-
aminobutilo que es incorporado al residuo de Lys50 presente en el factor de iniciacion de la
traduccion elF5A. La formacion de la hipusina requiere de dos reacciones consecutivas mediadas
por las enzimas desoxihipusina sintasa (DHS) y desoxihipusina hidroxilasa (DOHH) (Park et al.
1982; Michael, 2016b; Mounce et al., 2017). Esta modificacion es requerida para que dicho factor
sea funcional. Se ha planteado que eIF5A hipusinado es indispensable para que tenga lugar el inicio
de la sintesis de proteinas, al participar directamente en la formacion del primer enlace peptidico
(Igarashi y Kashiwagi, 2015). También se ha propuesto que este factor favorece el transporte
nucleocitoplasmatico del ARNm y contribuye a su estabilidad (Park et al., 2010).

La Spd promueve ademas la autofagia al inhibir de manera competitiva a la histona
acetiltransferasa EP300 (del inglés ElA-binding protein p300) y, por consiguiente, reducir los
niveles globales de proteinas acetiladas en la célula, lo cual modula negativamente dicho proceso
(Sacitharan et al., 2018; Proietti et al., 2020). Aunque las PAs intracelulares se encuentran
predominantemente asociadas a moléculas no proteicas, se han documentado interacciones
especificas con ciertos tipos de proteinas presentes en la membrana plasmatica (Pegg, 2016).
Especificamente, la Spm puede bloquear y modular diversos tipos de canales i6nicos cuando su
concentracion intracelular se incrementa. La Spm intracelular participa en la regulacion intrinseca
de los canales de K* de rectificacion interna (Kir) al obstruir directamente el poro del canal. Estos
canales estan involucrados en la actividad eléctrica cardiaca y neuronal, y en el equilibrio de
electrolitos (Kurata et al., 2006; Kurata et al., 2013). Por otra parte, existen tres grupos de
receptores-canal controlados por compuertas, que responden a la union de ligandos como el
glutamato y desempefian un papel crucial en la transmision y la plasticidad sinaptica asociada al
aprendizaje y la memoria. Estos incluyen a los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), los
receptores del 4acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidonico (AMPA) y los receptores
de kainato (Pegg, 2009; Sagar et al., 2021). Las PAs (en especial la Spm) pueden influir en la
actividad de ciertos miembros de estos grupos de receptores. El bloqueo de los canales por las PAs

tiene una alta dependencia de voltaje, lo cual concuerda con cambios significativos en la
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excitabilidad de estos canales asociados a pequefas variaciones en los niveles de PAs. La Spm, al
ser mas potente que la Spd, puede inducir alteraciones significativas en la actividad cuando se
produce un cambio en la proporcion de PAs (Igarashi y Kashiwagi, 2000; Igarashi y Kashiwagi,
2010; Pegg, 2016; Sagar et al., 2021).

Las PAs participan también en la resistencia al estrés oxidante. Estas exhiben una notable
capacidad antioxidante y desempefian un papel protector en las células, al controlar los niveles de
especies reactivas del oxigeno (ROS del inglés Reactive oxygen species) generadas durante el
metabolismo celular (Minois ef al., 2012). Asimismo, la propiedad de las PAs para neutralizar los
radicales libres se dirige principalmente a los radicales hidroxilo ((OH") (generados mediante
reacciones tipo Fenton), a los oxigenos singulete, asi como a los radicales peroxilo y superdxido.
La interaccion de las PAs con el ADN lo protege de la unién de radicales libres, previniendo asi el
dafio estructural y funcional del mismo (Das y Misra, 2004; Ha et al., 1998; Fujisawa y Kadoma,
2005; Miller-Fleming et al., 2015). Ademas, las PAs ejercen un efecto inhibidor sobre la
peroxidacion lipidica en las membranas celulares, lo cual es de gran importancia, ya que la fluidez
y permeabilidad de la membrana celular estdn estrechamente relacionadas con la presencia de
acidos grasos insaturados (Borrel ef al., 1997; Rider et al., 2007; Rhee et al., 2007). A su vez, las
PAs también regulan la expresion de genes asociados a los mecanismos de respuesta y defensa al
estrés oxidante en la célula (Tkachenko y Nesterova, 2003; Rhee et al., 2007).

Es preciso destacar que una de las funciones mas connotadas de las PAs es su participacion en
la proliferacion y diferenciacion celular, asi como en la apoptosis (Schipper ez al., 2000; Miller-
Fleming ef al., 2015; Pegg, 2016). Estas presentan una mayor concentracion en tejidos de alto
indice proliferativo, y su sintesis se activa por estimulos hormonales promotores del crecimiento y
regenerativos. Se ha detectado un incremento de los niveles de PAs durante las fases del ciclo
celular G1/S y G2. Por otra parte, su disminucion se ha asociado con un retraso en la progresion
del ciclo celular, lo que provoca que la mayoria de las células se detengan en la fase G1/S por un
incremento del factor supresor tumoral p53 (Kramer et al. 1999; Sagar et al., 2021). La
estabilizacion y acumulacion de p53 en respuesta al agotamiento de PAs ejerce una influencia
predominante sobre los puntos de control del ciclo celular. Esta influencia se logra mediante la
regulacion de la expresion de p27%P! y p21CipIVAF!, que son inhibidores de las cinasas
dependientes de ciclinas CDK2 y CDKA4, y a partir de la inhibicion de la transcripcion de los genes

diana involucrados en la apoptosis. Esta deficiencia en el contenido de PAs trae consigo una
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reduccién en la tasa de sintesis de ADN (Ray et al., 1999; Choi et al., 2000). Algunas
investigaciones han reportado que la inhibicion de la sintesis de ADN debido a la reduccion de los
niveles de PAs es ligeramente mayor que la inhibicidn de la sintesis de proteinas (Igarashi et al.,
1984). Ademas, su deficiencia también ha demostrado que disminuye la actividad de enzimas como
la ADN polimerasa o, la timidina cinasa, la ligasa I de ADN y la endonucleasa Flap. Esta afectacion
en las actividades enzimaticas podria estar relacionada con una inhibicion significativa de la
sintesis de ADN. Estos procesos mencionados anteriormente son cruciales para determinar el
recambio celular y, por lo tanto, juegan un papel importante en el desarrollo del cancer (Igarashi

et al., 1984; Ito y Igarashi, 1990; Igarashi y Kashiwagi, 2010).

1.1.3. Metabolismo de las PAs en mamiferos
En los mamiferos, las PAs se derivan de dos aminoéacidos principalmente: la L-ornitina y la L-
metionina (Figura 4). El primero se puede sintetizar en la célula a partir de la L-arginina, que es
un intermediario del ciclo de la urea, mediante una reaccion de hidrdlisis catalizada por la arginasa;
aunque también puede ser incorporado del medio extracelular a través de transportadores
localizados en la membrana plasmatica (Pegg, 2016; Alcazar y Tiburcio, 2018).

0
A L
HyC OH HﬁAN/v\/\W
NH /—ATP 1 Hsz:H

Metionina adenosil

transferasa (MAT) \_’ PPi + Pi

CH; \

y
[ ———
oSN S-Adenosilmetionina ?
Ado H;N/V%OH

COOH

P,
CITOPLASMA "-.. ..'t-. MEDIO EXTRACELULAR

NH, H* pmmmmm———————— . Agmatinasa
S-Adenosilmetionina : Ornitina ?gsn‘?)rbox“asa I
descarboxilasa co 1 1 [+} o
I ’
(AdoMetDC) ~ HJWNJKCH} o,
N L0,

CH; A 4
\+ S-Adenosilmetionina
Ado” S descarboxilada
L Espermidina
sintasa
NH;  Metiltioadenosina
Ado —S—CH;,

Poliamina oxidasa (PAO)

Espermidina acetiltransferasa (SSAT)
[o] 0
HJ\/\x/\mg +H0,
H

Espermina Poliamina oxidasa (PAO)

sintasa

Espermina

H,0, + 3-AP
oxidasa (SMO)

N

-Acetilespermina P i
Metiltioadenosina y ¥

Ado—$— CH,

Espermina Espermina acetiltransferasa (SSAT)

H, .
Hlﬁ/\/\ﬂ/\/\/ﬂ‘\/\/“"*a
H,

-
2 ©

Figura 4. Vias de sintesis, degradacion y transporte de PAs en una célula de mamifero. El contenido
intracelular de las PAs se encuentra minuciosamente regulado por los procesos de biosintesis, degradacion,

absorcion y excrecion. La figura se confecciond en BioRender (Modificada de Casero Jr. et al., 2018).
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La L-ornitina sirve de sustrato para la sintesis de la primera PA, que es la Put, por medio de una
reaccion de descarboxilacion catalizada por la enzima ODC. Del segundo aminoacido, la L-
metionina, se obtiene S-adenosilmetionina descarboxilada, mediante dos reacciones consecutivas
llevadas a cabo por las enzimas metionina adenosil transferasa (MAT) y S-adenosilmetionina
descarboxilasa (AdoMetDC). A partir de la Put se sintetizan la Spd y la Spm por las enzimas
espermidina y espermina sintasas respectivamente, mediante la adicion de grupos aminopropilo
procedentes de la S-adenosilmetionina descarboxilada (Heby y Persson, 1990; Casero Jr. y
Marton, 2007; Alcazar y Tiburcio, 2018; Casero Jr. et al., 2018).

La via descrita anteriormente constituye la ruta de biosintesis canonica de PAs en células de
mamiferos. Sin embargo, se ha propuesto una ruta alternativa que ha sido caracterizada
previamente en microorganismos y plantas, donde la L-arginina se descarboxila para producir
agmatina por la arginina descarboxilasa (ADC), y a partir de la agmatina se obtiene Put mediante
la enzima agmatinasa (AGMAT) (Wang et al., 2014). Zhu y colaboradores en 2004 identificaron
un gen en humanos a cuyo producto proteico le atribuyeron la funcion de ADC. No obstante, se
determind con posterioridad en células humanas y de ratones que dicha proteina era cataliticamente
inactiva, y que funcionaba en realidad como un inhibidor de la familia de AZs, que son proteinas
que promueven la degradacion de la ODC (Kanerva et al., 2008). Por otro lado, el gen que codifica
para la AGMAT en humanos ya ha sido identificado y dicha enzima se localiza en las mitocondrias.
Por lo tanto, la agmatina que es incorporada a partir de la dieta o los productos de secrecion de la
microbiota intestinal, puede ser utilizada por las células para la sintesis de PAs (Wang et al., 2014).

Existen otras enzimas en la célula que promueven el catabolismo de las PAs. Entre ellas se
encuentra la espermina/espermidina N'-acetiltransferasa (SSAT), que desempefia un papel
importante en la acetilacion tanto de la Spm como de la Spd, lo cual constituye un mecanismo
regulador para disminuir las interacciones de estas moléculas con diversos polianiones, al reducir
la cantidad de cargas positivas que portan. Una vez acetiladas, estas PAs se transportan hacia el
peroxisoma, donde sufren una reaccion de oxidacion por la poliamina oxidasa (PAO). Durante este
proceso de oxidacion, se generan subproductos como el peroxido de hidrogeno (H20) y el 3-
aminopropanal. La Spm también puede ser convertida nuevamente en Spd mediante la accion de
la espermina oxidasa (SMO) en el citoplasma. A diferencia de la PAO, la SMO muestra una
preferencia por la Spm en su forma no acetilada, en lugar de su derivado acetilado conocido como

N-acetilespermina (Casero Jr. y Marton, 2007; Alcazar y Tiburcio, 2018; Sagar ef al., 2021).
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Las PAs también se pueden incorporar del medio extracelular a partir de diferentes mecanismos
de transporte con los que cuentan las células, los cuales contribuyen a regular los niveles
intracelulares de estas moléculas (Soulet et al., 2004; Casero Jr. et al., 2018). Uno de los
mecanismos propuestos consiste en la endocitosis mediada por caveolinas o a través de los grupos
de heparan sulfato presentes en una glicoproteina de la membrana plasmatica denominada
glipicano-1 (Glc-1) (Soulet et al., 2002; Casero Jr. y Marton, 2007; Casero Jr. ef al., 2018).
Aunque no hay evidencia de algun gen que codifique para un transportador especifico de PAs, se
han identificado diversas proteinas pertenecientes a las familias de transportadores de solutos
(SLC) y ATPasa tipo P que pueden internalizar o exportar PAs (Sagar et al., 2021). Entre ellos se
destacan los miembros de la familia de transportadores de cationes organicos (OTC/SLC22A),
como los SLC22A1-3, que se han asociado a la captacion de Put y agmatina. Por su parte, el
transportador SLC3A2 exporta Put y PAs acetiladas a través de la actividad de intercambio de
diamina/arginina. Sin embargo, se ha comprobado que cuando la concentracion de Put extracelular
es superior a la intracelular, el gradiente de concentracion puede hacer que SLC3A2 internalice Put
(Sala-Rabanal et al., 2013; Uemura et al., 2010; Casero Jr. et al., 2018). Se ha reportado, ademas,
que SLCI8B1 actia como un transportador vesicular de Spd y Spm en neuronas y astrocitos
(Moriyama et al., 2020; Casero Jr. ef al., 2018). De manera reciente se ha revelado la
participacion de la ATP13A3, una P5SB-ATPasa asociada a la hipertension arterial pulmonar, en el
transporte celular de PAs en células de carcinoma de conducto pancreatico y células CHO (células
de ovario de hamster chino) (Hamouda et al., 2021). Asimismo, se ha implicado a la ATP13A2,
miembro de la misma familia de transportadores, en la exportacion lisosomal de PAs al citosol
(Sagar et al., 2021; Casero Jr. et al., 2018).

Como se ha podido apreciar, el mantenimiento de la homeostasis de las PAs en la célula implica
un gasto energético considerable, debido a los procesos de sintesis, degradacion, importacion y
exportacion. Estos mecanismos subrayan la importancia critica de esta via metabolica para el

funcionamiento celular (Mounce et al., 2017).

1.1.4. Rol de las PAs en cancer
Como se describid anteriormente, las PAs desempefian un papel esencial en la regulacion de
procesos celulares como la apoptosis y la proliferacion, los cuales son determinantes en el recambio
celular y, por ende, tienen una relevancia importante en el desarrollo del cancer (Casero Jr. et al.,

2018; Li et al., 2020; Sari et al., 2021). Se ha observado que el metabolismo de estas moléculas se
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encuentra frecuentemente alterado en células cancerosas, y se relaciona directamente con un
incremento de sus concentraciones en comparacion con las células normales (Soda, 2011; Paz et
al., 2011; Bae et al., 2018). Aunque se habia estudiado ampliamente su funcidon en otras
enfermedades no fue hasta 1968 que se establecio una asociacion entre las PAs y el cancer (Russell
y Snyder, 1968).

En diversos sistemas celulares se ha evidenciado la necesidad de las PAs para un crecimiento
optimo. No obstante, en condiciones de enfermedades hiperplésicas se ha visto un aumento en la
expresion y la actividad de la enzima ODC y en los niveles intracelulares de PAs en los tejidos
afectados (Damiani y Wallace, 2018; Sari ef al., 2021). Teniendo en cuenta esto, se ha establecido
que la sobreexpresion de la ODC por encima de un umbral minimo puede desencadenar la
transformacion celular y promover el desarrollo tumoral. Por ejemplo, en tejido de cancer
colorrectal, se ha observado un incremento significativo, de 3 a 4 veces, en el contenido de PAs,
asi como en las actividades de la ODC y de la AdoMetDC, en comparacion con el tejido de colon
normal correspondiente (LoGiudice ef al., 2018). Aunque ciertos tejidos, como la médula dsea, el
pancreas, la mucosa intestinal y la prostata, exhiben concentraciones elevadas de PAs, se ha
reportado un incremento de éstas en los tejidos tumorales. Durante su proliferacion, las células
cancerosas de prostata mantienen la secrecion de PAs, lo cual requiere un flujo metabdlico
incrementado de éstas. En un entorno con niveles altos de PAs, las células del sistema inmunolégico
experimentan una disminucion en sus funciones inmunes antitumorales. Esto favorece la capacidad
de las células cancerosas para invadir nuevos tejidos y metastatizar (Soda, 2011).

Para lograr una proliferacion continua, las células cancerosas necesitan mantener estos niveles
elevados y sostenidos de PAs en su interior, lo cual se logra mediante un aumento en la biosintesis,
un incremento en el transporte y una disminucion en el catabolismo de estas moléculas (Miller-
Fleming et al., 2015; Casero Jr. et al., 2018; Sari et al., 2021). Numerosos oncogenes, como myc,
jun, fos, kras y braf, contribuyen a este proceso de mantenimiento (Bello-Fernandez et al., 1993;
Shantz y Levin, 2007; Peters et al., 2018; Holbert ef al., 2022). En los ultimos afos, los avances
en estudios metabolomicos han permitido una deteccion mas precisa y sensible de los cambios en
la sintesis y el metabolismo de las PAs en el contexto del cancer. Como resultado, estas moléculas
y metabolitos asociados se consideran como biomarcadores relevantes en el campo del cancer. Su
presencia en muestras de orina y plasma se ha valorado como una herramienta indicadora de la

aparicion y progresion de diversos tipos de tumores, incluyendo el cancer de mama, pulmon,
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colorrectal, ovario, prostata y pancreas. La inhibicion de la biosintesis y el transporte de las PAs se
considera una estrategia potencial en la quimioterapia del cancer (Gerner y Meyskens, 2004;
Miller-Fleming et al., 2015; Bachmann y Geerts, 2018; Sari et al., 2021).

La desregulacion de los niveles de PAs en células cancerosas se correlaciona positivamente con
una sobreexpresion de la ODC, y ambos fendémenos se han asociado de manera directa con la
progresion tumoral, la resistencia a la quimioterapia y un mal pronéstico en varios tipos de cancer.
La inhibicion farmacologica de la ODC ha demostrado ser efectiva para reducir la proliferacion
celular y promover la apoptosis en células tumorales, de ahi que se le considere a esta enzima como
un blanco terapéutico para el tratamiento de dicha enfermedad (Pegg et al., 1995; Wallace y

Fraser, 2004).

1.2. Ornitina descarboxilasa humana (HsODC)
1.2.1. Generalidades

La HsODC es una enzima principalmente citosolica codificada por el gen odcl, el cual se
localiza en la region cromosdmica 2p25 (Schipper et al., 2004; Radford et al., 1990). El
monoémero tiene una longitud de secuencia de 461 aminodcidos, con un peso molecular de
aproximadamente 51 kDa (Heby y Persson, 1990). Forma un homodimero obligado de 102 kDa y
es dependiente de piridoxal 5’-fosfato (PLP), para el cual se ha descrito una Kq = 0.05 uM. En el
dimero estan presentes dos sitios activos que se ubican en la interfase entre el dominio N-terminal
de un mondémero, que contiene residuos implicados en las interacciones con el PLP (Lys69 y
Asp88), y el dominio C-terminal del otro mondmero, que aporta residuos previamente identificados
como interactuantes con el sustrato (Cys360" y Asp361") (Almrud et al., 2000; Dufe et al., 2007).
La enzima se clasifica como una descarboxilasa de Grupo IV, al presentar homologia estructural
con las ADC presentes en bacterias y plantas, asi como con la descarboxilasa del acido
diaminopimélico bacteriana y la alanina racemasa. Sin embargo, el analisis de secuencia indico que
no presenta relacion evolutiva con las ODC procariodticas (Sandmeier ef al., 1994; Kern et al.,
1999). Participa en la primera reaccion de la via de sintesis canonica de las PAs, donde cataliza la
descarboxilacion de la L-ornitina para producir Put (Jackson et al., 2000; Pegg, 2006; Zhou et al.,
2021). En la Figura S se muestra la estructura 3D de la HsODC obtenida por cristalografia de rayos
X con un acercamiento en los residuos que forman parte de uno de sus dos sitios cataliticos, asi

como la estructura quimica de su cofactor PLP (Dufe ez al., 2007).
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Piridoxal-5'-fosfato (PLP)

Figura 5. Estructura tridimensional de un homodimero de HsODC y su cofactor PLP. (A) Los
mondmeros de la enzima aparecen de color naranja y azul celeste. Se muestra una imagen ampliada de los
residuos que forman parte de uno de sus sitios cataliticos: los de color magenta pueden establecer enlaces
de hidrégeno con el sustrato y los amarillos interacciones hidrofobicas. El residuo de Cys360° (rojo)
participa en la reprotonacion del PLP, 1a Lys69 (verde) es el residuo al que se une el PLP, y el Asp88 (verde
claro) estabiliza la unién del PLP con la Lys69 del mondémero de HsODC. Esta figura se realizé en el
programa PyMOL: codigo PDB 2000 (Dufe et al., 2007); y (B) Estructura quimica de su cofactor

enzimatico PLP.

El monomero de HsODC consta de dos dominios estructurales: un barril o/p similar a TIM
(triosa-fosfato isomerasa) que abarca los residuos 46-280, y un dominio de ldmina compuesto por
dos laminas (S1 y S2) y dos hélices (H11 y H12), cuyos residuos se encuentran en las posiciones
7-45 y 281-427, respectivamente. Las laminas S1 y S2 estan dispuestas de manera perpendicular,
formando un nucleo hidrofébico central. El mondmero también presenta en su estructura un bucle
sensible a proteasa que se extiende desde el nucleo del barril a/p y se curva sobre la interfaz entre
los mondmeros, hacia el interior del dimero. En particular, el residuo de Lys169, ubicado en el
extremo del bucle sensible a proteasa, esta a distancia de puente salino (2.9 A) con el residuo de
Asp364” del otro mondmero. Este puente salino establece una conexion entre ambos mondmeros

y posiciona de manera dptima el bucle que contiene los residuos Cys360" y Asp361°, los cuales
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son importantes para llevar a cabo la catdlisis enzimatica dentro del homodimero, en especial la
Cys360” (Almrud et al., 2000; Dufe ez al., 2007).

El cofactor enzimatico PLP se une al residuo de Lys69 de manera covalente, mediante la
formacion de una base de Schiff interna (Jackson ez al., 2000). El ciclo catalitico de la enzima se
inicia cuando el grupo a-amino de la L-ornitina (Km = 0.08 mM) (Dufe ef al., 2007) desplaza al
grupo g-amino de la Lys69 para formar una base de Schiff de aldimina externa con el PLP. Esto
ocurre debido a que el grupo a-amino de la L-ornitina tiene un pKa mas bajo (~9,0) que el grupo
g-amino (~10,5) de la Lys69, y, por lo tanto, es mas reactivo. El nitrogeno altamente electrofilico
de la base de Schiff promueve la descarboxilacion de la L-ornitina, al funcionar como sumidero
para el electron libre del grupo carboxilato. Esto es seguido por una reprotonacion a través del
grupo -SH débilmente acido de la Cys360” del otro mondémero. La descarboxilacion induce un
aumento del pKa del nitrogeno de la base de Schiff, lo que permite la liberacion del producto: la
Put, mediante una transaminacion a través de la Lys69, con lo cual se cierra el ciclo catalitico
(Osterman et al., 1995; Jackson et al., 2000; Zhou et al., 2021).

Es necesario mencionar que, en la célula, los dimeros activos de HsODC se encuentran en un
equilibrio dindmico con los monomeros inactivos. El desplazamiento del equilibrio hacia una
forma u otra va a depender de dos factores importantes: la fuerza idnica y la concentracion de
sustrato, los cuales tienen un efecto opuesto. Un incremento de la fuerza idnica favorece la
disociacion del dimero mientras que un aumento en la concentracion de L-ornitina contribuye a la
dimerizacion (Solano et al., 1985). La enzima muestra una alta tasa de renovacion entre las enzimas
de mamiferos, con una vida media bioldgica tipicamente comprendida entre pocos minutos y una
hora (Hayashi et al., 1996; Persson et al., 1998).

Cabe resaltar que la expresion de esta enzima resulta esencial para el correcto desarrollo,
funcionamiento y supervivencia celular. En varios organismos eucariotas, como Saccharomyces
cerevisiae y Leishmania donovani, se han generado mutaciones que producen la pérdida de funcion
de la ODC, y también se ha identificado una mutacion natural en el nematodo Caenorhabditis
elegans. La ausencia de ODC en levaduras haploides resulta en la detencion del crecimiento,
mientras que su eliminacion en L. donovani'y C. elegans es letal, a menos que se les suministre Put
exdgena en su dieta. Sin embargo, la causa subyacente de la letalidad asociada con la deficiencia
de ODC en estos organismos inferiores aun no se ha esclarecido (Schwartz et al., 1995; Macrae

et al., 1998; Jiang et al., 1999). Un estudio desarrollado en ratones mostrd que la eliminacion de

16



INTRODUCCION

la funcion de la ODC mediante seleccion de genes comprometié su desarrollo embrionario
temprano. Los ratones heterocigotos de ODC no presentaron patologia visible, al menos al afio de
crecimiento. Por el contrario, los embriones que carecen de ODC se desarrollaron normalmente
hasta la etapa de blastocisto y se implantaron, pero murieron poco después, antes del inicio de la
gastrulacion (Pendeville ef al., 2001). Los resultados anteriores fueron corroborados por Meehan
y colaboradores en 2017, quienes demostraron que la pérdida del gen odc! en ratones homocigotos
knockout es letal por penetrancia completa, mientras que los ratones heterocigotos tienen

disminuciones significativas en la masa corporal y el contenido de grasa.

1.2.2. Regulacion de la ODC

Al igual que ocurre con la mayoria de las proteinas fundamentales para el crecimiento celular,
la concentracion de ODC dentro de la célula esté sujeta a un estricto control, y la regulacion de su
sintesis es altamente compleja. La ODC se encuentra regulada desde el nivel transcripcional hasta
el postraduccional, y su actividad muestra variaciones en respuesta a multiples estimulos. Estos
cambios en la actividad se deben fundamentalmente a modificaciones en la concentracion de la
enzima, la cual experimenta un recambio rapido y constante, como se menciond anteriormente
(Heby y Persson, 1990; Persson et al., 1998; Pegg, 2000).

La regulacion de la transcripeion del gen de la ODC ha sido objeto de estudio de numerosas
investigaciones, y se ha comprobado que diversos factores aumentan la sintesis de los ARNm de
la ODC. La region promotora del gen odcl es compleja y contiene multiples secuencias que
permiten responder a hormonas, factores de crecimiento y promotores tumorales, entre las que se
encuentran un elemento de respuesta al AMP ciclico (CRE), motivos CAAT y LSF, sitios AP-1y
AP-2, sitios de union a Sp1 ricos en GC, y una caja TATA (Heby y Persson, 1990; Zhao y Butler,
2001; Qin et al., 2004; Pegg, 2006). Se ha establecido de manera solida que el gen de la ODC es
un objetivo transcripcional directo del oncogén c-myc, el cual se encuentra incrementado en
canceres de casi todos los tipos y se asocia positivamente con una mayor biosintesis de PAs a través
de la ODC (Bello-Fernandez et al., 1993; Pena et al., 1993; Bachmann y Geerts, 2018). En la
Figura 6A se observa una representacion esquematica del gen odcl, donde aparece amplificada
una secuencia de la region promotora de dicho gen. En la misma estan presentes dos elementos E-
box (E-box1 y E-box2) de secuencia CACGTG. En células quiescentes (Figura 6B), estos sitios se
encuentran ocupados por el complejo inactivo Mnt/Max, el cual reprime la transcripcion del gen

de la ODC a través de sus asociaciones con los correpresores generales Sin3a 'y Sin3b y las histonas
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deacetilasas asociadas. Por otro lado, en células en proliferacion (Figura 6C), donde la
concentracion de c-Myc se encuentra elevada, se favorece la formacién y activacion del complejo
c-Myc/Max, que desplaza a Mnt/Max, se une a estas secuencias E-box y potencia la transcripcion

del gen odcl (Packham y Cleveland, 1997; Nilsson et al., 2004; Pegg, 2006).

A) Gen odcl ATG

CACGTGTGCGGCGCGCCTCGCCGGCCTGCGGAGACACGTG

(E-box-1) (E-box-2)
B) Células quiescentes
VANV ANV AN,
Ve h! /l 'u,,!- ! y’l' RV Qe
CACGTG
C) Células en proliferacion
TUI
ARNm (ODC)
/JJ’ hw
CACGTG

Figura 6. Regulacion transcripcional del gen odcl por c-Myec. (A) Representacion esquematica del gen
odcl y amplificacion de una secuencia de la region promotora donde aparecen resaltados dos elementos E-
box; (B) Bloqueo de la transcripcion del gen odc en células quiescentes por la unioén del complejo inactivo
Mnt/Max a las secuencias E-box; y (C) Aumento de la transcripcion del gen odc! en células en proliferacion

por la unién del complejo activo c-Myc/Max a las secuencias E-box (Modificada de Pegg, 2006).

Cabe destacar que la ODC no solo esta sujeta al control del oncogén c-myc, sino que también
estd regulada por otro oncogén de gran importancia: ras. La activacion de la via de Ras ejerce
efectos estimulantes tanto en el contenido de ARNm de ODC como en su traduccion (Shantz,
2004; Origanti y Shantz, 2007). El aumento de la transcripcion de odc/ ocurre a través de la
activacion de la via Raf/MEK/ERK, mientras que la traduccion de la ODC se ve favorecida por
cambios en la fosforilacion de elF4E (factor de iniciacién de la traduccion eucariota 4E) y su
proteina de union elF4E-BP1 (del inglés e/F'4E Binding Protein 1) a través de via de sefalizacion
de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) (Shantz, 2004; Origanti y Shantz, 2007; Li ef al., 2020,
Sari et al., 2021).
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La transcripcion del gen odcl también puede ser inducida por hormonas esteroides como la
testosterona, el estradiol y la progesterona, asi como por factores de crecimiento neurotréficos y
epidérmicos. Ademas, se ha observado un aumento de los transcritos de ODC a partir de la
estimulacion por el receptor de androgenos y varios factores de transcripcion pertenecientes a la
familia Sp/Kriippel, asi como por el supresor tumoral WT1 (del inglés Wilms’ tumor-1) y la
proteina de union a CRE (CREB, del inglés cAMP response element-binding) (Zhao y Butler,
2001; Qin et al., 2004; Pegg, 2006).

Como se menciono, la ODC también esta sujeta a regulacion traduccional. La region 5'-UTR
del ARNm de la ODC de mamiferos consiste en una secuencia larga de 275 a 313 nucle6tidos, en
la cual se forman estructuras secundarias que influyen en la traduccion del ARNm (Shantz y Pegg,
1999; Pyronnet et al., 2000; Pegg, 2006). Se ha observado que un nivel alto de elF4E activo mejora
ampliamente dicha traduccion. En células que sobreexpresan este factor, se ha encontrado un
aumento de la expresion de la ODC, lo cual puede contribuir a la aparicion de un fenotipo
transformado (Shantz y Pegg, 1999; Shantz et al., 1996). Ademas, en la regiéon 5'-UTR estan
presentes, un marco abierto de lectura (ORF, del inglés Open Reading Frame) interno corto (que
se localiza a ~150 nucleodtidos antes del coddn de inicio), y una secuencia rica en GC (en los
primeros 130 nucledtidos). Estas secuencias afectan de manera significativa la traduccion de la
ODC, lo cual pudiera ser contrarrestado parcialmente por el efecto de la region 3°-UTR de su
ARNm. Aunque no se ha estudiado con precision la influencia del extremo 3'-UTR (~300
nucledtidos), se ha demostrado que el aumento en la traduccion del ARNm de la ODC en respuesta
a un choque hipotonico requiere de la presencia de dicha region (Grens y Scheffler, 1990;
Lovkvist-Wallstrom ez al., 2001). La traduccion de la ODC puede desarrollarse también por un
mecanismo independiente de la estructura de caperuza del extremo 5-UTR, mediante el uso de un
sitio interno de entrada al ribosoma (IRES, del inglés Internal Ribosome Entry Site), que presenta
una secuencia similar a la identificada en picornavirus (Pyronnet et al., 2000). Diversas
investigaciones han sugerido que el aumento de los niveles de PAs disminuyen la traduccion del
ARNm de ODC. A pesar de que se han descrito elementos sensibles a las PAs en la region 5'-UTR
y las proteinas que se unen a ellos, estudios adicionales sugieren que el impacto de las PAs es
independiente tanto de la region 5'-UTR como de la 3'-UTR (Shantz y Pegg, 1999; Lovkvist-
Wallstrom et al., 2001; Pegg, 2006). Como se describid anteriormente, tras una disminucion de

las concentraciones de PAs, se produce un incremento de los niveles citoplasmaticos de la proteina
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de union a ARNm: HuR, la cual puede unirse también a la region 3-UTR de los transcritos de
ODC, lo que promueve su estabilizacion y un aumento de su tiempo de vida media (Nowotarski y
Shantz, 2010). Aunque aun se requiere una mayor investigacion para confirmar la generalidad de
estos hallazgos, dada la relevancia de mantener niveles adecuados de PAs para un crecimiento
celular normal y la progresion a través del ciclo celular, es probable que tanto la traduccion
dependiente de caperuza del ARNm de ODC, como la traducciéon independiente de ésta,
desempetien un papel adicional en el control del contenido intracelular de PAs (Pegg, 2000).

La concentracion citosolica de la ODC también se regula a través de su degradacion por dos
mecanismos diferentes: uno independiente de ubiquitinaciéon mediado por AZ, que involucra al
proteosoma 268, y otro independiente tanto de ubiquitinacion como de AZ, llevado a cabo por el

proteosoma 20S (Figura 7) (Pegg, 2006).
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Figura 7. Mecanismos de degradacion de la ODC por los proteosomas 26S y 20S. La concentracion de

ODC citosolica se regula en funcion de los niveles intracelulares de PAs. Cuando se encuentran elevados,
se promueve la degradacion proteasomal de los monémeros de ODC. La figura se confeccion6 en BioRender

(Modificada de Kahana et al., 2005 y Casero Jr. et al., 2018).

En el primer caso, la degradacion de la ODC se induce tras establecerse una asociacion no
covalente entre ésta y una proteina AZ, que la dirige hacia el proteosoma 26S sin necesidad de ser

ubiquitinada (Hayashi y Murakami, 1995; Pegg, 2006; Kahana, 2016). La AZ se identifico
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inicialmente como un inhibidor no competitivo de la ODC que se produce en respuesta al
incremento en los niveles de PAs (Heller ef al., 1976). La inhibicion ocurre debido a la fuerte union
de la AZ al monomero de la ODC, formando un heterodimero que bloquea su actividad enzimatica.
La AZ interactua con la ODC en una region especifica, que abarca los residuos 117-140. Estos se
localizan en las hélices superficiales del dominio de barril o/f similar a TIM, donde se une el
cofactor PLP (Coffino, 2001a; Pegg, 2006). La rapida degradacion de la ODC en mamiferos
depende de una region localizada en el extremo C-terminal de la proteina, la cual se ha identificado
como el punto de inicio de dicho proceso. Se cree que la unién de la AZ a la ODC induce cambios
conformacionales en el mondmero, lo que trae como consecuencia que este exponga su extremo
C-terminal previamente ocluido para promover la protedlisis por el proteosoma 26S (Hayashi y
Murakami, 1995; Murakami et al., 2000). Estudios previos demostraron que la eliminacion de
los 37 residuos que conforman el extremo C-terminal, le confiere estabilidad a la proteina, incluso
en presencia de AZ (Zhang et al., 2003). Es posible que la asociacion relativamente débil entre los
monomeros de la ODC facilite la interaccion con la AZ, debido a que presentan una mayor afinidad
por ésta (Wu et al., 2015).

La sintesis de la AZ estd controlada por un evento de cambio de marco de lectura
(frameshifting). El ARNm de la AZ esta constituido por dos ORFs superpuestos, uno corto (ORF1)
y otro largo (ORF2). EI ORF2 se encuentra en el marco de lectura +1 en relacion con el ORF1 y
carece de un codon de inicio. La sintesis de la AZ a partir del ORF2 requiere que el ribosoma sufra
un desplazamiento +1 en el marco de lectura y no finalice en el extremo de ORF1. Este cambio de
marco de lectura se ve estimulado por la presencia de PAs, lo que provoca un aumento en la sintesis
de AZ cuando los niveles de estas moléculas se incrementan en la célula (Mangold, 2005; Pegg,
2006). La degradacion de la AZ se encuentra regulada por el proceso de ubiquitinacion, el cual se
inhibe por las PAs (Gandre et al., 2002). Como resultado, cuando los niveles de PAs son altos, se
produce un aumento en la cantidad de AZ al favorecerse la sintesis y reducirse la degradacion
(Coffino, 2001b; Pegg, 2006). Existe otra proteina que puede bloquear la formacion del complejo
AZ-ODC, conocida como inhibidor de la AZ (AZI), la cual comparte una gran similitud estructural
con la ODC, pero carece de actividad enzimatica. E1 AZI presenta una afinidad incluso mayor por
la AZ en comparacion con la ODC, lo que le permite liberar al monomero del complejo AZ-ODC.
Cuando los niveles de PAs son altos se promueve su ubiquitinacion y posterior degradacion por el

proteosoma 26S (Qiu et al., 2017; Bercovich y Kahana, 2004; Kahana, 2016).
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El segundo mecanismo propuesto para la degradacion de la ODC se regula por la NAD(P)H
quinona oxidoreductasa (NQO1) y no requiere del dominio C-terminal del monémero de ODC
(Kahana, 2016). La NQO1 puede unirse al mondémero de ODC y estabilizarlo. Esta interaccion
puede ser interrumpida en diversas condiciones fisiologicas, como el estrés oxidante o la
exposicion a dicumarol (un inhibidor competitivo de laNQO1), lo cual sensibiliza a los mondmeros
de la ODC a la degradacion por el proteosoma 20S, de una manera independiente tanto de la AZ
como de la ubiquitinacion. Esta sensibilizacion de los monomeros esta dada por la exposicion de
regiones no estructuradas en su superficie, ya que el proteosoma 20S solo degrada proteinas
desplegadas. Dichas regiones no estructuradas normalmente se encuentran ocultas en el
homodimero de ODC, el cual es resistente a la degradacion por el proteosoma 20S (Asher et al.,
2005; Kahana et al., 2005).

Se ha demostrado que la ODC puede sufrir pocas modificaciones postraduccionales, que
incluyen la fosforilacion en el residuo de Ser303 y la S-nitrosilacion en cuatro residuos de cisteina.
La primera modificacion parece no tener ningun efecto en la actividad o vida media de la ODC,
por lo que atn se desconoce su valor fisioldgico; mientras que la segunda si produce una inhibicion
total de la enzima, al involucrar al residuo de Cys360°, que es indispensable para llevar a cabo la
catalisis enzimatica (Pegg, 1986; Bauer et al., 2001).

La actividad enzimatica de la ODC también se puede regular por retroalimentacion de los
productos de la via en la que esta involucrada (Heby y Persson, 1990; Persson ef al., 1998). Se ha
observado que tanto la Put, la Spd y la Spm pueden inhibir de manera competitiva la actividad de
la enzima, lo cual se corrobor6 en un estudio desarrollado en prostata de rata, donde se
determinaron las Ki para estas tres moléculas, que resultaron ser de 1.2, 2.7 y 9.0 mM,

respectivamente (Pegg y Williams-Ashman, 1968).

1.2.3. ODC y cancer
Diversos modelos de sobreexpresion de ODC, tanto in vitro como in vivo, han servido de
evidencia para demostrar que esta enzima juega un papel clave en el desarrollo del cancer (Casero
Jr. y Marton, 2007). Multiples estudios han reflejado que su sobreexpresion, ya sea de manera
independiente o en combinacidn con otros oncogenes, tiene el potencial de transformar distintos
tipos de células, lo cual respalda su implicaciéon como un oncogén (Moshier et al., 1993; Moshier
et al., 1995; Auvinen et al., 1997). La importancia de estos modelos celulares se ha visto reforzada

tras la realizacion de experimentos en ratones transgénicos K6/ODC, en los cuales se ha logrado
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limitar la sobreexpresion de la ODC unicamente en la piel mediante la utilizacion del promotor K6
(promotor del gen de la queratina K6 que se induce en respuesta a sefiales proliferativas e
inflamatorias). Estos experimentos han evidenciado de manera concluyente que la actividad de la
ODC es suficiente para promover la formacion de tumores (Megosh et al., 1995; O’Brien et al.,
1997; Chen et al., 2000). Por otra parte, los modelos de haploinsuficiencia de ODC han
proporcionado evidencia de que, al disminuir la dosis del gen de la ODC a la mitad, reduce la
susceptibilidad a desarrollar tumores de piel y linfomas en el modelo transgénico Epu-Myc (ratones
cuyos linfocitos B sobreexpresan el oncogén c-myc). Estos modelos destacan la relevancia de la
ODC y de las PAs en el proceso de formacion de tumores, y subrayan la validez del metabolismo
de las PAs como un objetivo viable para intervenciones antineoplasicas (Guo et al., 2005).

La familia de factores de transcripcion Myc constituye uno de los grupos de oncoproteinas mas
estudiados en el desarrollo del cancer, las cuales se sobreexpresan en hasta el 70 % de los canceres
humanos. Se han identificado tres genes myc diferentes: c-myc, n-myc y l-myc. Estos se
descubrieron por primera vez a fines de la década de 1970, y se ha demostrado que se encuentran
alterados en la mayoria de los tipos de cancer, realizando funciones oncogénicas que se
correlacionan con el crecimiento agresivo del tumor y un prondstico desfavorable para el paciente
(Rickman et al., 2018; Bachmann y Geerts, 2018). Como se menciond anteriormente, el gen de
la ODC constituye un objetivo transcripcional de c-Myc, lo que trae como consecuencia directa
que las células que sobreexpresan a c-Myc, produzcan niveles elevados de PAs (Bello-Ferniandez
et al., 1993; Packham y Cleveland, 1997; Nilsson et al., 2005). Se ha descubierto que un
polimorfismo de un solo nucledtido en el intron 1 del gen odc! esta directamente relacionado con
el cancer humano. Este polimorfismo causa un aumento en la expresion de ODC en respuesta a c-
Myc y ha sido identificado como un marcador genético para el riesgo de cancer de colon (Guo et
al.,2000; Martinez et al., 2003; O’Brien et al., 2004; Xu et al., 2015). Ozfiliz y colaboradores en
2015 evaluaron el efecto del silenciamiento de determinados genes en la expresion de la proteina
ODC en la linea celular HeLa (células de cancer de cuello uterino), transfectadas con determinados
ARNpi (ARN pequefios de interferencia). En este estudio se corroboro que el silenciamiento de c-
myc produjo una disminucion en la expresion de la ODC en dichas células. Bachmann y Geerts en
2018 consultaron datos publicos de cancer humano en busca de mutaciones de codificacion,

variaciones del numero de copias y desregulacion del ARNm de los genes c-mycy odcl, y pudieron
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concluir que en la mayoria de los casos existe una correlacion positiva en los niveles de expresion
de dichos genes.

Se ha propuesto un modelo en el que la ODC regulada por c-Myc contribuye a la oncogénesis,
y que se basa en la propiedad que tiene c-Myc para acelerar el ciclo celular y promover la
transformacion carcinogénica, lo cual se logra, en parte, mediante la regulacion negativa del
inhibidor de las CDK: p27%"! (Figura 8A) (Bello-Fernandez et al., 1993; Baudino et al., 2003;
Casero Jr. y Marton, 2007).
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Figura 8. Vias efectoras de c-Myc y Ras que contribuyen a la sobreexpresion de la ODC y el desarrollo
de cancer. (A) Mecanismo por el que la ODC promueve la oncogénesis a partir de la regulacion por c-Myc.
La formacion del complejo SCFS%? se favorece por el incremento de los niveles de PAs intracelulares y
propicia la degradacion de p27%P!, lo que posibilita el desarrollo de cancer; y (B) Vias de sefializacion de
los efectores de Ras implicadas en la sobreexpresion de la ODC vy, por consiguiente, contribuyen a la
aparicion del fenotipo tumoral. La cascada de Raf/MEK/ERK influye en la transcripcion del gen odc! y la
cascada de la PI3K en la traduccion de la ODC. La figura se confecciond en BioRender (Modificadas de

Casero Jr. y Marton, 2007 y de Shantz y Levin, 2007 respectivamente).

En condiciones normales, p27%! se une e inactiva a los complejos de CDK2 con las ciclinas E

y A, que son responsables de dirigir la entrada y progresion de la fase S del ciclo celular. La
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degradacion de p27%P! es llevada a cabo por el complejo de ligasa de ubiquitina SCFS? E3, que
esta compuesto por factores de unién y especificidad a p27%"P!, como SKP2 (proteina 2 asociada a
la cinasa de la fase S o p45) y CKSI (subunidad 1 de la CDK, también conocida como CKS1B),
ademas de RBX1 (ring-box 1), SKP1 (proteina 1 asociada a la cinasa de la fase S) y CUL1 (culina
1) (Polyak et al., 1994; Bartek y Lukas, 2001). c-Myc induce la expresion de CKS1 y SKP2, lo
que promueve la degradacion de p27%P! por un mecanismo dependiente de ubiquitinaciéon. De
manera interesante, se ha comprobado que estos efectos de c-Myc en la expresion de CKS1y SKP2,
asi como en la degradacion de p27%P!, requieren de la funcion de la ODC. Esto se evidenci6 al
tratar las células con un inhibidor suicida de ODC, conocido como 2-difluorometilornitina
(DFMO), o al presentar una condicion de heterocigocidad de ODC, lo cual aboli6 los efectos de c-
Myc sobre CKS1, SKP2 y p27%P! (Nilsson et al., 2005; Casero Jr. ef al., 2018). Estos hallazgos
indican que las PAs desempefian un papel crucial en la expresion de componentes clave del
complejo SCF%2, proporcionando una conexion entre la funcién de la ODC, c-Myc y la regulacion
del ciclo celular en la transformacion carcinogénica (Casero Jr. ef al., 2018; Sari et al., 2021).

Se ha resaltado con anterioridad que la expresion de la ODC también puede ser regulada a través
de las vias de los efectores de Ras (Figura 8B). Este otro oncogén es un componente esencial de
multiples vias de transduccion de sefiales mediadas por receptores que desempefian un papel crucial
en el crecimiento y la diferenciacion celular normales (Shantz y Levin, 2007). Las mutaciones
puntuales activadoras constitutivas de Ras se han asociado con al menos el 20% de todos los
canceres humanos (Downward, 2003). La actividad de la ODC se incrementa drasticamente en
respuesta a la activacion de Ras (Holtti ez al., 1988; Shantz y Pegg, 1998). Mediante el uso de
inhibidores especificos de los efectores de Ras, asi como de mutantes de Ras con pérdida parcial
de funcion, se pudo comprobar la contribucidn individual de cada una de las vias efectoras de Ras
tanto en la transcripcion como de la traduccion de la ODC en células NIH/3T3 (fibroblastos
embrionarios de raton) transformadas por Ras (Shantz, 2004; Shantz y Levin, 2007).

Ademas, se ha observado que se requiere la activacion de al menos dos vias descendientes de
Ras para generar un nivel elevado de actividad de la ODC (Li et al., 2020; Sari et al., 2021).
Especificamente, la cascada de Raf/MEK/ERK se encarga de mediar la transcripcion de la ODC,
mientras que la cascada de la PI3K se encarga de mediar la traduccion de la ODC. La activacion
de estas vias conlleva a un aumento en la cantidad de ARNm y proteina de la ODC, lo que ocasiona

una regulacion significativa de la actividad de la ODC que se observa de manera llamativa durante

25



INTRODUCCION

la transformacion causada por Ras (Shantz, 2004; Origanti y Shantz, 2007; Shantz y Levin,
2007; Degirmenci et al., 2020).

En funcion de lo anterior, se puede concluir que la ODC juega un papel clave en varias
condiciones cancerosas, de ahi que se considere como un blanco terapéutico para el tratamiento de

diferentes tipos de cancer (Russell, 1980; McCann y Pegg, 1992; Pegg et al., 1995).

1.2.4. Inhibidores de la ODC

El reconocimiento de que las PAs son indispensables para la proliferacion y diferenciacion
celular, y que su via metabdlica se encuentra comunmente alterada en distintos tipos de células
cancerosas, han permitido considerar a la ruta de biosintesis de estas moléculas como un objetivo
farmacoldgico, lo que ha impulsado el desarrollo de inhibidores especificos para cada etapa de la
via (Wallace, 1996; Seiler, 2003; Wallace y Fraser, 2004). En términos de intervencion
terapéutica, los principales blancos para su inhibicion son precisamente las dos descarboxilasas
requeridas en los primeros pasos de la biosintesis, las cuales se encuentran altamente reguladas:
ODC y AdoMetDC. La inhibicion de estas dos enzimas, en principio, debe resultar en una
disminucion del contenido intracelular de PAs (Byers et al., 1992; Wallace y Fraser, 2004).

En el caso particular de la ODC, que es la responsable de catalizar la primera reaccion de la via
de sintesis de PAs y que esté sujeta a una compleja regulacion a nivel transcripcional, traduccional
y postraduccional (Persson et al., 1998; Pegg, 2006; Miller-Fleming ez al., 2015), se han
desarrollado numerosos compuestos que inhiben a la enzima (Tabla 2) (Filisola-Villasefior et al.,
en preparacion). El disefio de estas moléculas se ha basado esencialmente en la estructura del
sustrato (L-ornitina) y del producto (Put), con el objetivo de dirigirlas hacia los sitios cataliticos
presentes en la enzima y bloquear su actividad, aunque se han identificado otras sustancias de
origen natural con capacidad antiproliferativa que también muestran un potente efecto inhibidor
sobre la ODC (Wallace y Fraser, 2004; Liu ef al. 2016a; Liu et al., 2020).

La mayoria de estos inhibidores se han probado en modelos tanto in vitro como in vivo, donde
se ha observado que pueden detener el crecimiento y prevenir la diferenciacion en células
tumorales. De todos, la DFMO es el compuesto més ampliamente utilizado (McCann y Pegg,
1992; Meyskens Jr. y Gerner, 1999; Alexiou et al., 2017; LoGiudice et al., 2018; Holbert et al.,
2022). Este es un inhibidor competitivo irreversible de la ODC, el cual se dirige a la interfase
homodimérica que contiene al PLP, lo que significa que compite con la L-ornitina por la unién a

los sitios activos. Después, la DFMO sufre una descarboxilacion por parte de la ODC, generando
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un intermediario altamente reactivo que bloquea la actividad de la enzima al formar enlaces
covalentes con el PLP y con el residuo de Cys360" (Pegg et al., 1987; Poulin et al., 1992;
LoGiudice et al., 2018).

Tabla 2. Algunos compuestos desarrollados que inhiben directamente a la ODC.

Farmaco | Tipo de inhibicion Ki Estado actual Referencias
DFMO Aprobado para el tratamiento de la (Bachmann y Geerts, 2018)
N N tripar}osoxjniasis af’ric‘ana humana y (LoGiudice ef al., 2018)
i © Inhlbl.dor competltlvo 139 uM el hl}'sptlsmo, @ultlples ensayos (Sholler et al., 2018)
HZNKﬁl\)J\OH irreversible clinicos de cancer en curso, }
incluidos ensayos de (Weicht et al., 2018)
FOF o > .
quimioprevencion. (Lewis ef al., 2020)
Danzin et al., 1983)
MAP Tnhibid titi ( ’
1bidor competitivo El ensayo de fase I se 'ha / (Bartholeyns ef al., 1984)
NH, irreversible 3uM completado, pero no ha tenido mas
A~ (Cornbleet ef al., 1989)
Z avances.
NH, (Carmichael ef al., 1990)
NCAO
o . Sus efectos citotoxicos y (Correa-Basurto ef al., 2009)
0 o Inhibidor competitivo N . . . ,
a A . 59 uM antiproliferativos solo han sido (Medina-Enriquez ef al., 2015)
N " 0H reversible L ..
Ho o evaluados in vitro e in vivo. (Vargas-Ramirez et al., 2016)
APA (Khomutov ef al., 1985)
Inhibidor competitivo Su efecto antiproliferativo solo ha (Dufe er al., 2007)
0 A NH2 . 1.4-3.2 nM . . . .
HpN™ >~ reversible sido evaluado in vitro. (Weisell ef al., 2014)
(Zhou et al., 2021)
(Inoue et al., 1975)
DL-HAVA /
5 o . Solo se ha probado en ensayos de (Kato et al., 1976)
N Inhibidor competitivo .. L . e
) . 0.52 uyM actividad enzimatica in vitro e in (Holtta ef al., 1981)
o™ oH reversible )
N Vivo. (Takano et al., 1983)
e (Gohda et al., 1983)
Baicaleina Sus efectos citotoxi
Inhibidor no 0.64 uM us electos crigloxicos y (Liu et al., 2016a)
HO. o O . antiproliferativos solo se han )
O ‘ competitivo L o (Liu ef al., 2020)
. evaluado in vitro e in vivo.
OH O
Tropoflavina
o O Inhibidor no 14 M | Sus efectos antitumorales solo han (Liu et al., 2016b)
"o O N competitivo sido evaluados in vitro ¢ in vivo. (Liu et al., 2020)
o

DMFO: o-difluorometilornitina; MAP: (2R,5R)-6-heptino-2,5-diamina; NCAQ: N-w-cloroacetil-L-ornitina; APA:
1-amino-oxi-3-aminopropano; DL-HAVA: Acido DL-a-hidrazino-delta-aminovalérico. Baicaleina y Tropoflavina
son flavonoides de origen vegetal (Modificada de Filisola-Villasefior ef al., en preparacion).
Se ha comprobado que tanto los enantiomeros L como los D de la DFMO pueden inactivar de
manera irreversible a la ODC, sin embargo, la forma L presenta una afinidad 20 veces en

comparacion con la forma D (Qu et al., 2003). A pesar de que se han identificado y probado otros
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inhibidores de la ODC mas potentes, ninguno ha demostrado ventajas claras en comparacion con
la DFMO (Levin et al., 1992; Casero Jr. y Marton, 2007; Alexiou et al., 2017). Es importante
destacar que este compuesto fue aprobado inicialmente por la Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos (FDA, del inglés Food and Drug Administration) en 1990 como un agente eficaz
para el tratamiento de la tripanosomiasis africana humana (ocasionada por el parasito Trypanosoma
brucei) y, posteriormente, del hirsutismo (Priotto et al., 2009; Chen y Luke, 2021). La inhibicion
de la ODC de T. brucei (TbODC) por la DFMO conduce a la pérdida de la biosintesis de PAs, que
es esencial para su replicacion y supervivencia (LoGiudice et al., 2018). En 1999, Grishin y
colaboradores obtuvieron la estructura cristalina de la mutante K69A de la TbODC unida a la

DFMO en presencia de su cofactor PLP, con una resolucién de 2.9 A (Figura 9).

Figura 9. Estructura 3D de un homodimero de la TbODC + PLP + DFMO. Se muestra una imagen
ampliada de la interfase entre el dominio C-terminal de un monémero y el dominio N-terminal del otro, en
union a la DFMO y en presencia de PLP. Dentro de un tnico sitio activo, la DFMO forma un puente entre
los dos mondmeros formando una base de Schiff con el PLP en un monoémero y un enlace covalente con la
Cys360° del otro mondmero. La mutacion K69A aparece de color magenta. Los residuos de color naranja
(D332,Y323" y D361") pueden formar enlaces de hidrogeno con la DFMO, ya sea de manera directa en el
caso del primero o a través de una molécula de agua en el caso de los otros dos, mientras que los residuos
de color rosa (Y389 y F397") establecen interacciones hidrofobicas con éste. Esta figura se realizo en el

programa PyMOL: cédigo PDB 2TOD (Modificada de Grishin et al., 1999).
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Es interesante destacar que la DFMO muestra una afinidad similar tanto por la TbODC como
por la HsODC, inactivando eficazmente ambas enzimas. Sin embargo, hay una diferencia
importante: la enzima humana se renueva rapidamente, con una vida media inferior a una hora,
mientras que la ODC del parasito tiene una vida media mucho mas larga, superior a las 6 horas.
Como resultado, la biosintesis de PAs en los tripanosomas se ve afectada de manera selectiva por
este inhibidor suicida en comparacién con el hospedero humano (Wang, 1991; LoGiudice ef al.,
2018). El estudio anterior proporciono las bases estructurales para comprender el mecanismo de
inhibicién que lleva a cabo la DFMO sobre la TbODC a nivel molecular, asi como los residuos de
la enzima con los que interactiia. También permitié comparar de forma detallada las estructuras de
la ODC del hospedero (humano) y del parasito (7. brucei), lo que puede contribuir al disefio de
inhibidores selectivos (Grishin et al., 1999).

En experimentos con cultivos de tejidos, la inhibicion de la ODC por la DFMO resulta
generalmente en una disminucion casi total de la concentracion intracelular de Put y Spd, pero su
efecto sobre la concentracion de Spm es variable y, en algunos casos, puede aumentar. La reduccion
de la Put y la Spd se acompafia cominmente de una disminucion significativa en la tasa de
crecimiento celular que se puede revertir mediante la adicion de Put exdgena (Gerner y Mamont,
1986; Monti et al., 1999; Li et al., 2002), aunque la citotoxicidad evidente solo se observa en raros
casos de cé¢lulas de mamiferos (Mamont et al., 1978; Bey et al., 1978; Casero Jr. y Marton,
2007). Si bien esto parece contradictorio, en realidad puede ser un resultado deseable, ya que la
DFMO podria preservar a las células normales de los efectos mas perjudiciales del agotamiento de
las PAs, mientras que las células tumorales con alteraciones en el metabolismo de estas moléculas
podrian verse mas afectadas. Esta selectividad potencial entre tumores y células normales se ha
observado en varios tipos de cancer, lo que ha llevado a investigar la DFMO como agente unico en
ensayos clinicos (Luk et al., 1981; Luk et al., 1982). Su eficacia se ha evaluado clinicamente
contra diversos modelos de tumores, como gliomas, melanomas, cancer de mama, colon, prostata
y cervical, tanto en monoterapia como en combinacion con otros agentes (Horn ez al., 1987; Ganju
et al., 1994; Levin et al., 2003; Casero Jr. y Marton, 2007).

Cuando se combina con una dieta libre de PAs, la DFMO muestra efectos mas pronunciados in
vivo, lo que sugiere la utilidad de combinar su uso con inhibidores del transporte de PAs (ITP)
como parte de una "terapia de bloqueo de PAs" (Hessels et al., 1989; Leveque et al. 1998; Holbert

et al.,2022). Aunque los primeros I'TPs eran altamente toxicos o no lograban prevenir por completo
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el transporte de PAs, los avances en la quimica de éstos han permitido desarrollar inhibidores
efectivos con una toxicidad minima (Huber et al., 1996; Weeks et al., 2000; Burns et al., 2009,
Muth et al., 2014). Entre ellos, se destacan el AMXT 1501 y el Trimer44NMe, que son los ITPs
mas estudiados. Su combinacion con la DFMO ha demostrado inhibir el crecimiento tumoral en
modelos de ratones con céncer de colon, melanoma, cancer de mama, neuroblastoma, glioma y
cancer de pancreas resistentes a la quimioterapia (Alexander et al., 2017; Gitto et al., 2018;
Holbert et al., 2022).

En los ultimos afos, se ha descubierto un papel alternativo para la DFMO como agente
quimiopreventivo, es decir, que puede ser usado para prevenir el desarrollo de céncer vy,
potencialmente, causar la regresion de tumores existentes (Love et al., 1998). Actualmente esta
siendo sometida a rigurosas pruebas clinicas en varios tipos de canceres epiteliales, como el cancer
de prostata y el cancer de colon (Bailey et al., 2010; Corral y Wallace, 2020). Es importante
destacar que las dosis de DFMO utilizadas en los ensayos de quimioprevencion son
significativamente mas bajas que las dosis utilizadas en los ensayos terapéuticos (Casero Jr. y
Marton, 2007). Segun el estudio realizado por Meyskens y colaboradores en 1994, se ha observado
que la administracion regular de dosis bajas de DFMO puede mantener niveles suprimidos de PAs
en el colon a largo plazo, lo cual puede tener un efecto limitante en el crecimiento de tumores.
Aunque atn se necesita establecer evidencia sobre las posibles toxicidades a largo plazo asociadas

con estas dosis mas bajas (Wallace y Fraser, 2004).
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2. ANTECEDENTES

El modo de accion de cualquier proteina depende estrechamente de la disposicion espacial de
sus cadenas de aminoacidos. Su configuraciéon molecular, junto con su composicién atomica,
determina qué sustancias pueden interactuar con ella y qué reacciones quimicas puede llevar a cabo
o catalizar. El conocimiento de la estructura 3D de estas macromoléculas no solo proporciona
informacion sobre los procesos bioldgicos, sino que también tiene importantes aplicaciones
practicas (Greer et al., 1994; Congreve et al., 2005).

La estructura 3D de la enzima HsODC ya ha sido determinada previamente mediante
cristalografia de rayos X por diferentes investigadores. Sus estructuras cristalizadas estan
disponibles en el Banco de Datos de Proteinas (PDB, del inglés Protein Data Bank) en siete
conformaciones diferentes [PDB ID: 1D7K, 20N3, 2000, 7S3F, 7S3G, 7U6P y 7U6U]. En la
Tabla 3 se muestra la resolucion de cada una de ellas, asi como los residuos que abarcan y los
ligandos que presentan. Estas ofrecen la posibilidad de realizar operaciones de acoplamiento y
analisis in silico tanto en presencia como en ausencia de su ligando intrinseco, cofactores,
productos, inhibidores u otras moléculas que puedan unirse a la enzima, ya sea en su sitio catalitico

o en un determinado sitio alostérico (Sivashanmugam et al., 2017).

Tabla 3. Estructuras de la HsODC obtenidas por cristalografia de rayos X y registradas en la Base de
Datos de Proteinas (Tomado de Uniprot: P11926).

PDBID | Resolucién (A) | Residuos Ligandos Referencia
1D7K 2.10 7-427 PLP (Almrud et al., 2000)
J0N3 3.00 1-461 APA (Dufe et al., 2007)
2000 1.90 1-461 PLP, APA, Cad (Dufe et al., 2007)
7S3KF 2.49 1-424 PLP, APA (Zhou et al. 2021)
783G 1.66 1-424 PLP, Acido citrico (Zhou et al. 2021)
7U6P 2.35 1-424 - (Zhou et al. 2022)
7U6U 1.85 1-424 PLP (Zhou et al. 2022)

En el 2000 se publico la primera estructura cristalografica de la HsODC recombinante [PDB
ID: 1D7K], la cual se determind por reemplazamiento molecular utilizando la ODC truncada de
raton (A425-461) como modelo de busqueda. Esta consiste en un homodimero que abarca los
aminoacidos 7-421 con agua como solvente, donde el PLP se encuentra unido covalentemente a la

Lys69 de cada mondémero, formando el N'-piridoxil-lisina-5'-monofosfato (Almrud et al., 2000).
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Posteriormente, se obtuvieron otras estructuras de la ODC con su cofactor PLP, y también en
complejo con el inhibidor APA [PDB ID: 20N3, 2000, 7S3F] (Dufe et al., 2007; Zhou et al.,
2021). Este es un analogo isostérico de la Put que puede permear a través de la membrana celular
e inhibir a la ODC en concentracion nanomolar, y ha mostrado efectos antiproliferativos en
diferentes lineas tumorales (Khomutov et al., 1985; Stanek et al. 1992; Hyvonen et al., 1988;
Mett et al. 1993; Milovica et al., 2001), aunque estos han sido relativamente débiles. Al parecer,
dicha molécula tiende a ser metabolizada de manera rapida por las células (Poulin ez al., 1989;
Hyvonen et al., 1990). El grupo amino-oxi del APA tiene un pKa de 4.2 y, por lo tanto, no se
protona a pH fisioldgico, lo que lo hace mas reactivo para formar una base de Schiff con el PLP
que la L-ornitina o la Put (Khomutov, 2002; Weisell et al., 2014; Zhou et al., 2021). Este
mecanismo muestra una clara similitud con la inhibicion de la aspartato aminotransferasa
mitocondrial mediante derivados de la hidroxilamina (Markovi¢-Housley ez al., 1996). Sin
embargo, como se menciono previamente, en el sitio activo de la ODC, el grupo carbonilo del PLP
forma una "aldimina interna" con el grupo e-amino de la Lys69. Esta interaccion incrementa
significativamente la reactividad de la ODC hacia las hidroxilaminas en comparacion con la
velocidad de reaccion del grupo carbonilo no conjugado del PLP con hidrazinas e hidroxilaminas
O-sustituidas. La elevada reactividad de la aldimina interna es la razon por la cual la inhibicion de
la ODC por parte de APA y compuestos similares no ha progresado con el paso del tiempo (Dirksen
y Dawson, 2008; Weisell et al., 2014).

Aunque se han desarrollado numerosas moléculas que inhiben directamente a la HsODC,
ninguna ha mostrado resultados prometedores en los ensayos clinicos, excepto la DMFO
(Sivashanmugam et al., 2017). Sin embargo, los estudios han demostrado que cuando se usa la
DFMO en monoterapia, este firmaco muestra un efecto limitado (Metcalf ez al. 1978; Pegg, 1988;
Wallace y Fraser, 2004; Casero Jr. et al., 2018). En la terapia contra el cancer, la DFMO ha tenido
menos éxito, produciendo efectos citostaticos en lugar de citotdxicos in vivo (Pegg et al., 1982).
Los resultados poco satisfactorios con la DFMO como agente unico probablemente se deben a
factores farmacocinéticos y farmacodinamicos. Al tratarse de una molécula zwitterionica cargada,
la DFMO no puede difundir libremente a través de la membrana plasmatica, de ahi que su
capacidad de transporte hacia el interior de la célula sea limitada e ineficiente, por lo que se requiere
una alta concentracion para mantener la inhibicion de la ODC y el agotamiento de las PAs (Casero

Jr. y Marton, 2007; Vincent et al., 2010). Ademads, los mecanismos compensatorios que resultan
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del agotamiento de PAs por la DFMO, incluyendo la reduccion incompleta del contenido de Spm
y su retroconversion a Spd y Put, la sobreexpresion de la AdoMetDC y el aumento de la captacion
de PAs circulantes, contribuyen a la falta de eficacia clinica demostrada hasta ahora (Alhonen-
Hongisto et al., 1980; Gerner y Mamont, 1986). Por otro lado, los ensayos de Fase I y II
realizados con este formaco han reportado que su dosis maxima tolerada es de 3 g/m?*/dia (la dosis
de la Fase II fue de 2.25 g/m*/dia) (Meyskens Jr. y Gerner, 1999; Basuroy y Gerner, 2006;
Casero Jr. y Marton, 2007), y se han detectado efectos secundarios en los pacientes como pérdida
reversible de la audicion, efectos gastrointestinales y trombocitopenia, aunque se debe resaltar que
las toxicidades observadas se consideran menores en comparacion con otros agentes
quimioterapéuticos contra el cancer (Coyne Jr., 2001; Smith y Skelton, 2006; Casero Jr. y
Marton, 2007; LoGiudice ef al., 2018). También hay que tener en cuenta que la DFMO tiene una
vida media en suero de 1.5 a 5 h'y el 80% se excreta en la orina. Su eliminacion rapida de la sangre
hace que sean necesarias dosis de tratamiento elevadas, y estas propiedades farmacocinéticas
deficientes hacen que el compuesto sea menos ideal (Babokhov ef al., 2013; LoGiudice et al.,
2018). Lo anterior exige el descubrimiento de inhibidores novedosos y bioldgicamente seguros que
puedan atacar potencialmente a la ODC y, de esta forma, ser usados como agentes efectivos para
el tratamiento de diferentes tipos de cancer.

Las PAs que se encuentran mas cominmente en los mamiferos son la Put, la Spd y la Spm, ya
que estos presentan toda la maquinaria enzimatica requerida para su sintesis (Williams-Ashman y
Canellakis, 1979; Pegg, 2016; Sagar et al., 2021). No obstante, diferentes reportes han informado
también la presencia de Cad en estos organismos, aunque en menor concentracion (Pegg y McGill,
1979; Andersson y Henningsson, 1980; Matsuzaki et al., 1981). La Cad constituye el producto
de la descarboxilacion de la L-lisina, una reaccion que es catalizada por la lisina descarboxilasa
(LDC). Esta enzima ha sido identificada en bacterias (E. coli, Vibrio sp., Lactobacillus sp., etc.),
cianobacterias y plantas (leguminosas, solandceas y gramineas), mientras que para hongos y células
de animales no se ha descrito ningun gen de LDC (Kusano et al., 2008; Tomar et al., 2013; Miller-
Fleming et al., 2015). Se ha sugerido que la ODC es la enzima responsable de sintetizar Cad en
estos casos, aunque otras vias de biosintesis también podrian estar involucradas (Whitney et al.,
1978; Pegg y McGill, 1979). De manera interesante, se ha observado que las ODCs de Rattus
norvegicus, Mus musculus, S. cerevisiae y la humana pueden utilizar también a la L-lisina como

sustrato y producir Cad (Pegg y McGill, 1979; Olin-Sandoval et al., 2019; Filisola-Villaseiior et
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al., en preparacion). En la Tabla 4 se muestran las constantes de afinidad (Km) que se reportaron
para la L-ornitina y la L-lisina de la ODC de algunos de estos organismos y se puede apreciar que
las Km de las ODCs por la L-ornitina son menores con respecto a las de la L-lisina. En los
experimentos realizados con tejidos de rata y raton se concluyd, ademads, que la produccion
significativa de Cad in vivo solo tiene lugar cuando la actividad de 1a ODC es alta y la concentracion

de L-lisina excede sustancialmente la de L-ornitina (Pegg y McGill, 1979).

Tabla 4. Valores de constantes de afinidad (Km) de la L-ornitina y la L-lisina reportados para las
ODCs de R. norvegicus y S. cereviseae.

oDC Sustrato Km (mM) Referencia
R. norvegicus | L-Ornitina 0.090 (Pegg y McGill, 1979)
L-Lisina 9.20
S. cereviseae | L-Ornitina | 0.0318 £ 0.006 (Olin-Sandoval et al., 2019)
L-Lisina 3.178 £ 1.5

Un descubrimiento de gran relevancia se obtuvo también mediante cristalografia de rayos X por
Dufe y colaboradores en 2007, quienes determinaron que la Cad se podia unir a la HsSODC en un
sitio alostérico presente en la enzima, proximo a su sitio catalitico, como se puede apreciar en la

Figura 10, donde aparecen resaltados los residuos que interactian con esta molécula.

V244
L246
S241

OP239
N385
Cad

PLP

Figura 10. Estructura 3D de un homodimero de la HsODC + PLP+ APA + Cad. Se muestra una imagen
ampliada del sitio de union a Cad de un monoémero, localizado entre los dominios N- y C-terminal, proximo
al sitio catalitico. Los residuos de color purpura (G237, C202 y S241) pueden formar enlaces de hidrogeno

con la Cad, ya sea a través de una molécula de agua en el caso de los dos primeros, o de manera directa en
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el caso del tercero, mientras que los residuos de color magenta (R277, N385, G201, P239, L246 y V244)
pueden establecer interacciones potenciales con la molécula. Esta figura se realiz6 en el programa PyMOL:

codigo PDB 2000 (Modificada de Dufe et al., 2007).

Estos modelos estructurales basados en complejos enzima-ligando pueden proporcionar una
solida base para construir un marco representativo y explorar compuestos que potencialmente
puedan inhibir de manera especifica la actividad enzimatica de la HsODC. Ademas, pueden ofrecer
informacion valida acerca del mecanismo de inhibicion involucrado y los residuos de la enzima
con los que interactia la molécula inhibidora (Grishin et al., 1999; Sivashanmugam et al., 2017).

Tomando en cuenta esto y considerando que la HsODC tiene sitios de union a L-lisina y Cad,
un estudio in silico desarrollado en nuestro laboratorio por Filisola-Villasefior y colaboradores (en
preparacion) se enfoco en la busqueda de todas aquellas proteinas que habian sido cristalizadas con
lisina y, posteriormente, en encontrar en la base de datos BRENDA los inhibidores de dichas
proteinas. Después de verificar su disponibilidad comercial, realizaron un analisis de acoplamiento
molecular con el objetivo de evaluar la interaccion de estas moléculas tanto en el sitio catalitico de
la enzima como en el sitio de unién a Cad. Este estudio arrojé una serie de compuestos con
estructura similar a la lisina, que pueden actuar potencialmente como inhibidores de la HSODC. Se
hizo una seleccion de 30 compuestos que fueron los que presentaron menores valores de constante
de inhibicién tedrica (Ki tedrica < 1 mM) y menores AG®. Ademads, los 30 compuestos fueron
probados en ensayos de termoestabilidad con la HsODC. Los resultados de estos ensayos
permitieron seleccionar a la sulfadiazina (Sulf) y al 4cido aminocaproico (ACA) como ligandos

que pueden unirse potencialmente a la enzima y estabilizar su conformacion nativa.
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3. JUSTIFICACION

Dada la gran importancia de las PAs en la proliferacion y supervivencia de células sanas, pero
mas aun de células cancerigenas, y que sus niveles se encuentran elevados en estas ultimas, la
atencion se ha dirigido fundamentalmente al bloqueo de la actividad de la HsODC, una de las
enzimas clave en la ruta de biosintesis de estas moléculas. La inhibicion de la HsODC constituye
un blanco terapéutico para el tratamiento de diferentes tipos de cancer. Los inhibidores canénicos
utilizados con este fin en la actualidad resultan toxicos en altas dosis. Entonces, la busqueda de
nuevos inhibidores mas eficientes requiere de la comprension del mecanismo de unioén de estas
moléculas mediante estudios estructurales, por lo que resulta necesario obtener cristales de la
enzima unida a dichos inhibidores con el tamafio y calidad apropiados, lo que permitiria resolver

su estructura 3D mediante cristalografia de rayos X.

4. HIPOTESIS
La determinacion de las condiciones Optimas de cristalizacion permitira obtener cristales de
HsODC unida a ligandos anélogos a la lisina, con la calidad de difraccion requerida para dilucidar

posteriormente su estructura 3D mediante cristalografia de rayos X.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general
Determinar las condiciones Optimas de cristalizacion de la HsODC en complejo con ligandos

analogos a la lisina.

5.2. Objetivos particulares
v" Obtener la HsODC recombinante con un alto grado de pureza.
v" Generar cristales de la HSODC unida a ligandos analogos a la lisina.

v' Analizar los cristales obtenidos mediante difraccion de rayos X.
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6. MATERIALES Y METODOS

Con el fin de lograr los objetivos establecidos, en primer lugar, se sobreexpres6 la HsSODC en
células SoluBL21 de E. coli quimiocompetentes. Se purificd la enzima mediante técnicas
cromatograficas con el empleo de equipos AKTA Pure 25 L/M de cromatografia liquida rapida de
proteinas (FPLC del inglés Fast Protein Liquid Chromatography) (Cytiva), y se evalu6 la pureza
por SDS-PAGE. Luego, se generaron cristales de la HsSODC purificada en presencia de los ligandos

propuestos (Sulf y ACA) y, finalmente, se optimizaron las condiciones de cristalizacion.

6.1. Cepas bacterianas y medios para su cultivo
Se utilizaron las siguientes cepas de E. coli:
» TOP10 [F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ¢80lacZAMI15, AlacX74, recAl, araD139,
A(ara-leu)7697, galU, galK, X, rpsL, (Str®), endA1, nupG]
» SoluBL21 [F, ompT, hsdSg (8", mp"), gal, dem, (DE3)]

Para el trabajo con las cepas anteriores se emplearon los siguientes medios de cultivo:

* Luria Bertani (LB): 2 % (p/v) de LB (para la preparacion de medio Agar-LB se afiadio 1.5 %
(p/v) de agar al medio LB).

= SOB: 0.5 % (p/v) de extracto de levadura, 10 mM de NacCl, 2.5 mM de KCI.

=  SOB++: medio SOB suplementado con 10 mM de MgCl> y 10 mM de MgSOs.

* SOC: medio SOB suplementado con 20 mM de glucosa.

= 2xYT: 1.6 % (p/v) de triptona, 1 % (p/v) de extracto de levadura y 85.5 mM de NaCl.

6.2. Enzimas

Las enzimas Hindlll y BamH]I, asi como sus tampones, se obtuvieron de la casa comercial New
England BioLabs (EUA). La proteasa del Virus del Grabado del Tabaco (TEV, del inglés Tobacco
Etch Virus) se obtuvo y se purifico previamente en nuestro laboratorio (Filisola-Villasefior ef al.,

en preparacion).

6.3. Vector de expresion
Se uso6 como vector de expresion el plasmido pRSET-HsODC (Figura 11), que contiene el gen
que codifica para la HsODC (Filisola-Villaseiior et al., en preparacion). Este vector se obtuvo de

una biblioteca de plasmidos de nuestro laboratorio.
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HindIII BamHI

XA

] ]
pT7 | Op | RBS | ATG | 6xHis | atar | EXXYXQG/S | odel | Term |

pRSET-HsODC

(4,464 pb)

Figura 11. Representacion esquematica del vector de expresion pRSET-HsODC. Este plasmido
contiene un origen de replicacion en E. coli (pUC ori), un origen de replicacion del bacteriofago f1 (f1 ori)
y un gen de resistencia a la ampicilina (Gen bla). El casette de expresion cuenta con el promotor del
bacteriofago T7 (pT7), la region operadora del operon lac (Op), un sitio de union a ribosomas (RBS, del
inglés Ribosome binding site), un codoén de inicio (ATG), una secuencia que codifica para una etiqueta de
seis histidinas (6xHis) seguida de otra que codifica para un dominio dihidrolipoil lisina acetiltransferasa
derivado del complejo piruvato deshidrogenasa de Geobacillus sp. (dlat), un sitio de corte para la proteasa
TEV (EXXYXQG/S), el gen odcl delimitado por sitios de restriccion para las endonucleasas Hindlll y
BamHI y un codon de terminacion. La figura se confecciono en BioRender (Modificado de Gopinath et al.,

2016).

6.4. Preparacion de células de E. coli SoluBL21 competentes por el método quimico

Se realizd una siembra por agotamiento de las células SoluBL21 de E. coli en una placa con
Agar-LB, y se incubd durante 18 h a 37 °C. Se tomaron 5 colonias, se inocularon en 20 mL de
medio SOB, y se incubaron a 37 °C y 150 rpm durante toda la noche. Se adicion¢ el preindculo en
un matraz Erlenmeyer (500 mL) estéril con 250 mL de medio SOB++ y se incubd a temperatura
ambiente (TA) hasta alcanzar una absorbancia a 600 nm (Abseoo) entre 0.3 - 0.6 unidades.
Posteriormente, se incubaron en hielo de 30 a 60 min y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 10
min a 4 °C en el rotor JA-14. Se desecho el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendié en

27 mL de tampon CCMBS8O0 estéril (10 mM de CH3COOK a pH 7.0, 80 mM de CaCl,, 20 mM de
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MnClz, 10 mM de MgCl y glicerol al 10 %). Se volvid a incubar en hielo por 20 min y se centrifugo
a 3,000 rpm durante 10 min a 4 °C en el rotor JA-14. El sedimento celular se resuspendié en 5 mL
de tampon CCMBSO0 estéril. Se mezclaron 800 pL de medio SOC y 200 uL de la suspension celular
y se midio6 la Abseoo. Se hizo un ajuste posterior con tampdén CCMBS8O0 estéril hasta alcanzar una
Abseoo entre 1 - 1.5 unidades. Se realizaron alicuotas de 50 pL en microtubos de 0.5 mL y se
almacenaron a -80 °C.

Para evaluar la competencia de las células, se transformaron por choque térmico 50 pL de
células competentes con 10 pg del plasmido pUC12 (ver epigrafe 6.5). Como control negativo, se
realiz6 el mismo procedimiento con otra alicuota de 50 pL de células, pero en ausencia de ADN
plasmidico. Una vez que se transformaron las células, se sembraron por diseminacion en 4 placas
con Agar-LB y ampicilina (100 pg/mL): en una se sembraron 50 pL del control negativo, mientras
que en las 3 placas restantes se sembraron 10, 25y 50 pL de las células transformadas con pUC12,

y se incubaron a 37 °C durante toda la noche.

6.5. Transformacion de células E. coli TOP10 y SoluBL21 quimiocompetentes

Se transformaron células TOP10 y SoluBL21 quimiocompetentes con el vector de expresion
pRSET-HsODC (ver epigrafe 6.2) mediante choque térmico. Para ello, se mezclé 1 ug de plasmido
(pPRSET-HsODC) con 50 pL de células quimiocompetentes y se incubaron en hielo durante 30 min.
La preparacion de células con ADN se incubd posteriormente a 42 °C por 35 seg, y, de manera
inmediata, se colocé en hielo y se incub6 por 2 min. Se adicionaron 400 pL de medio SOB a las
células y se incubaron a 37 °C y 180 rpm durante 1 h. Se centrifugé a 12,500 rpm por 3 min y se
desecho el sobrenadante. El sedimento celular se resuspendid en aproximadamente 25 pL del
medio remanente y se sembro por diseminacion en una placa con Agar-LB suplementado con

ampicilina (100 pg/mL). La placa se incubd a 37 °C durante toda la noche.

6.6. Purificacion de ADN plasmidico a pequefia escala

Para disponer de una mayor cantidad de vector pPRSET-HsODC, se picaron 5 colonias de células
TOP10 quimiocompetentes transformadas previamente con el plasmido de interés (ver epigrafe
6.5) y se inocularon en 5 mL de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL). El cultivo
de células se incub6 a 37 °C y 180 rpm durante toda la noche. El ADN plasmidico se extrajo de las
células y se purificod con el empleo del FastGene® Plasmid Mini Kit (NIPPON Genetics Co., Ltd.)

segun las instrucciones del fabricante (Figura 12).
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Figura 12. Protocolo para la extraccion y purificacion de ADN plasmidico por el FastGene® Plasmid

Mini Kit. (1) Cosecha de células: se centrifugé el cultivo de células (5 mL) a 10,000 rpm por 2 min y se

desecho el sobrenadante. (2) Lisis: el sedimento celular se resuspendio en 200 pL de tampdn mP1 (contiene

RNasa A), se adicionaron 200 pL de tampodn de lisis mP2 y se invirtio el tubo para mezclar, se incub6 por 2
min a TA, se adicionaron 300 pL de tampdn de neutralizacion mP3 y se invirti6 el tubo para mezclar. (3)

Clarificacién del lisado: se centrifugé el lisado celular a 13,000 rpm durante 2 min. (4) Carga de la muestra:

se cargo el sobrenadante en una columna FastGene® mP, se centrifugo a 13,000 rpm por 30 seg y se desechd

el filtrado. (5) Lavado de membrana: se adicionaron en la columna 400 pL de tampoén de primer lavado

mP4, se centrifugd a 13,000 rpm por 30 seg y se desech¢ el filtrado, se adicionaron 600 pL de tampoén de
segundo lavado mP5, se centrifugd a 13,000 rpm por 30 seg y se desecho el filtrado. (6) Secado de resina:

se centrifugo6 a 13,000 rpm por 2 min y se transfirio la columna a un tubo nuevo. (7) Elucion: se adicionaron
50 pL de agua estéril libre de nucleasas en la columna y se centrifugé a 13,000 rpm durante 2 min a TA. La

figura se confeccion6 en BioRender.

Se determind la concentracion del ADN plasmidico purificado en el espectrofotdmetro
NanoDrop™ (Thermo Scientific™) a una longitud de onda de 260 nm y se conservo a -20 °C. Se
realizo un andlisis con enzimas de restriccion (HindlIll y BamHI) en gel de agarosa (ver epigrafes
6.7 y 6.8) para verificar que el ADN plasmidico correspondia con el vector de expresion pRSET-

HsODC.

6.7. Digestion del ADN plasmidico con enzimas de restriccion

El ADN plasmidico purificado se someti6 a una digestion con las enzimas de restriccion HindlI1l
y BamHI. El ADN se linealiz6 en presencia de una sola enzima (HindIlI), asi como en presencia
de ambas. Se incubaron las reacciones individuales a 37 °C durante 1 h. Los productos de la

digestion se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (p/v) (ver epigrafe 6.8).
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Los componentes de la mezcla de reaccion aparecen representados en la Tabla 5:

Tabla 5. Composicion de la mezcla de reaccion utilizada para el ensayo de restriccion.

Componente ‘ Volumen (reaccion de 50 pL) Concentracion final ‘
Agua libre de nucleasas Aforar a 50 pL N/A
Tampon CutSmart (10x) 5uL 1x
Enzima de restriccion (20 U/uL) 1 uL 0.4 U/uL
ADN templado (110 ng/uL) 9 uL 0.2 pg/uL

6.8. Electroforesis en gel de agarosa

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa [0.8 % (p/v) de agarosa (Invitrogen, EUA)
disueltos en tampon TBE 1x (89.2 mM de Tris, 89 mM de acido borico, 2.57 mM de EDTA)] con
los productos del ensayo de restriccion con las enzimas Hindlll y BamHI (ver epigrafe 6.7). Previo
a la polimerizacion del gel, se adicion6 el colorante Midori Green Advance a 0.004 % (v/v). Las
muestras se mezclaron directamente con tampdn de carga 10x (Invitrogen) y se cargaron en el gel.
La electroforesis se desarrollo a 80 V durante 1 h en tampon TBE 1x. El gel se observd en un
transiluminador UV Accuris con una longitud de onda de 302 nm y un filtro de 535 nm, y el ADN
se visualizd6 como bandas de color verde. Se usé el OneMarck® B plus como patron de peso
molecular, que incluye fragmentos de ADN que van desde 100 a 10 000 pares de bases (las bandas

de 1 kpb y 3 kpb tienen una mayor intensidad para servir como puntos de referencia).

6.9. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se
utiliz6 para detectar la presencia de la proteina de interés en las fracciones obtenidas a partir de las
diferentes técnicas cromatograficas que se emplearon para su purificacion (ver epigrafe 6.10), y
para verificar su pureza e identidad. Se utilizaron geles de Bis-acrilamida al 8 % y al 10 % (Tabla
6). Las muestras de cada experimento se mezclaron con 2 pL de tampoén de carga (NUPAGE,
Invitrogen) con DTT y se cargaron en los geles. La electroforesis se realizo con un voltaje constante
de 140 V durante 1 h, con el uso de un tampdn de dnodo (200 mM de Tris pH 8.4) y un tampon de
catodo (100 mM de Tris pH 8.25, 0.1 % de SDS, 100 mM de Tricina) (Schéigger y Von Jagow,
1987). Al finalizar la corrida electroforética, los geles se tifieron con azul de Coomassie (3 mM de
azul brillante de Coomassie, 45 % de metanol, 1.74 M de acido acético glacial), y se incubaron

durante 10 min con agitacion constante a 37 °C. Se retird la solucion de tincion y se incubaron en
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una solucion desteniidora (20 % de metanol, 15 % de acido acético) durante 30 min con agitacion
constante hasta la decoloracion del gel. También se uso6 la tincion con AgNO3 para evaluar la pureza

de la proteina purificada (ver epigrafe 6.11.1) (Merril y Goldman, 1984).

Tabla 6. Composicion de las mezclas para preparar los geles de poliacrilamida.

Componente Gel separador Gel separador Gel concentrador
(8 % de Bis- (10 % de Bis- (4 % de Bis-acrilamida)
acrilamida) acrilamida)
Bis-acrilamida 1.6 mL 2 mL 0.533 mL
Tampon de gel 2 mL 2 mL 1 mL
Glicerol (80%) 0.8 mL 0.8 mL -—-
Agua 1.6 mL 1.2 mL 2.466 mL
Persulfato de amonio (10%) 30 uL 30 uL 40 uL
TEMED 3ulL 3ul 4 uL

6.10. Sobreexpresion de la HsODC recombinante en células SoluBL21

Para sobreexpresar la HsODC recombinante, se tomaron 8 colonias de células SoluBL21
previamente transformadas con el vector de expresion pRSET-HsODC (ver epigrafe 6.5), y se
inocularon en 20 mL de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL). Se incubé a 37 °C
y 180 rpm durante 18 h. Se adicionaron los 20 mL de prein6culo en 500 mL de medio 2xYT
suplementado con ampicilina (100 pug/mL). El cultivo de células se incubd a 37 °C y 180 rpm hasta
alcanzar una Absgoo comprendida entre 0.6 y 0.8 unidades. Después se agregaron 500 mL de medio
2xY'T suplementado con ampicilina (100 pg/mL), 1 mM de MgSOsy 1 mM de IPTG (Figura 13).
Se incub6 a 37 °C y 180 rpm durante 18 h. Se centrifugo el cultivo de células a 4,500 rpm por 30
min a 4 °C en un rotor JLA 8-1000. Se deseché el sobrenadante y el sedimento bacteriano se

almaceno a -80 °C para Su uso posterior.

6.11. Purificacion y cuantificacion de la HsODC
La estrategia de purificacion de la HSODC recombinante consistio en tres etapas consecutivas
de cromatografia. Inicialmente, el sedimento celular de SoluBL21 que se encontraba conservado a
-80 °C se resuspendio en 12.5 mL de tampon A [10 % (v/v) de tampon de lisis 10x (300 mM de
TrispH 7.5, 2 M de NaCl y 20 mM de MgClz2), 10 mM de imidazol pH 7.0, 2 mM de benzamidina,
800 puM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y 3.46 mM de B-mercaptoetanol], por cada litro
de cultivo. Se procedio a la ruptura mecéanica de las células por sonicacion con el empleo del equipo

Ultrasonic Processor (Cole Parmer), que consistio en 4 min de sonicacion, dividido en ciclos de
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5 seg de sonicacion por 30 min de reposo (las células se mantuvieron en hielo). Se centrifugé el
lisado celular en un rotor 70 Ti a 40,000 rpm y 4 °C por 30 min.

Gen T7p07 (ARN polimerasa T7) Gen odcl (HsODC)
Transcripcién Transcripcién
[ Promotor Jac )| Op [RBS[ATG] _ 77p07 ITermI [PromotorT? Op | RBS[ATG| 6xHis[dlat| EXXYXQG/S | odc _ [Term)

~ - -
-~ - - —"

‘\ IPTG ()

i D

SoluBL21
Bacteria SoluBL21

| IPTG (+) |
Gen T7p07 (ARN polimerasa T7) \ Gen odcl (HsODC)

@f\ Transcripcién @f\ Transcripcién
VN

Promotor /ac ){ Op [RBS[ATG|  77p07  [Term| [Promotor T7 ) op | RBS[ATG[ 6xHis|dlat| EXXYXQG/S | odc1  [Term|

‘\ Transcripcién ARNm Transcripcién ARNm
P e, G i

3 3
q’mlac Op[RBS[ATG]  77p07  [Term| Promotor T7 ) Op |RBS|ATG|6xHis|dlat| EXXYXQG/S | odc7  |Term)|

ARN polimerasa IT Traduccién
ARN polimerasa T7

Ribosoma

ARN polimerasa T7

Figura 13. Induccion de la expresion de la HsODC por IPTG en E. coli SoluBL21. Cuando esta ausente
el IPTG, se encuentra reprimida la transcripcién de los genes T7p07 y odcl por la proteina represora Lacl,

la cual se une al operador lac presente en ambos genes [region superior de la figura: IPTG(-)]. El gen T7p07
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codifica para la ARN polimerasa T7 y se localiza en el ADN gendmico de la bacteria, mientras que el gen
odcl codifica para la HsSODC recombinante y esta ubicado en el casette de expresion del vector pRSET-
HsODC. Cuando se adiciona IPTG al cultivo bacteriano [regién inferior de la figura: IPTG(+)], este se une
a Lacl, y provoca su separacion del operador, permitiendo la transcripcidn y posterior traduccion del gen
T7p07. Para que el gen odcl se transcriba, requiere tanto de la separacion de Lacl del operador como de la

sintesis de la ARN polimerasa T7. La figura se confecciond en BioRender.

El sobrenadante (clarificado celular), que contiene a la proteina de interés, se filtr6 con una
membrana de PVDF con un poro de 0.22 um (Millex-GV). La muestra filtrada se hizo pasar por
una columna de cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC del inglés Immobilized
Metal Affinity Chromatography) de 5 mL de resina HisTrap ™-Ni?* (GE Healthcare) en un sistema
AKTA Pure (Cytiva) de FPLC. La columna se equilibro previamente con Tampon A con un flujo
de 3 mL/min. Después de la aplicacion de la muestra, la columna se lavd con Tampon A hasta que
se estabiliz6 la absorbancia a 280 nm. La elucion de la proteina de interés se realiz6 mediante un
gradiente lineal de imidazol, aplicando 12 volimenes de columna (de 0 a 100 %) de tampén B (10
% de tampodn de lisis 10x, 500 mM de imidazol pH 7.0, 2 mM de benzamidina, 800 uM de PMSF
y 3.46 mM de B-mercaptoetanol). Se colectaron fracciones de 5 mL cada una desde el inicio del
gradiente. Las fracciones obtenidas se corrieron en una SDS-PAGE (ver epigrafe 6.9) y se
seleccionaron aquéllas en las que eluy6 la proteina HsODC-6His. Estas se concentraron mediante
una filtracion por centrifugacion a 4500 rpm y 4 °C con el empleo de un Filtro Amicon Ultra-15
(con un corte de 30 kDa), hasta que se obtuvo un volumen entre 500-1000 pL. A la muestra de
proteinas concentradas se le adicionaron 25 mL de tampén TEV [20 % de tampon TEV 5x (50 %
(v/v) de glicerol, 750 mM de KCIl y 100 mM de Tris pH 7.5) y 1 mM de DTT] y 100 pL de enzima
TEV (4 mg/mL) y se incubd durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se llevd a cabo una
SDS-PAGE para verificar que toda la proteina HSODC sufri6 el corte deseado por la proteasa TEV.
Después de escindir la etiqueta de 6-His de la proteina de interés, la muestra se volvio a inyectar
en una columna de IMAC (HisTrap™) como se describi6 anteriormente, y se colectaron fracciones
de 5 mL. Se desarrollé un ensayo de Bradford (Biorad) cualitativo con las fracciones obtenidas y
se identificaron aquéllas que contenian la proteina de interés. Se concentraron las fracciones
seleccionadas mediante filtracion por centrifugacion a 4500 rpm y 4 °C con el empleo de un Filtro
Amicon Ultra-15 (con un corte de 30 kDa), hasta que se obtuvo un volumen entre 500-1000 L.

La altima etapa de purificacion consistio en una cromatografia de exclusion molecular, donde la
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proteina concentrada se inyectdé en una columna Superdex200 Increase (10/300 mm; GE
Healthcare) previamente equilibrada con tampon TEV, a un flujo de 0.75 mL/min y se colectaron
fracciones de 0.5 mL. Se realiz6 una SDS-PAGE con las fracciones obtenidas y se seleccionaron
las que tenian presente a la proteina HsSODC. Se concentraron a través de una filtracion por
centrifugacion como se describio anteriormente y, finalmente, se cuantifico la proteina purificada
por el método del &cido bicinconinico (BCA), para lo cual se disefid una curva patrén de albdmina
de suero bovino (BSA). Se prepararon alicuotas de la proteina purificada (220 pL) a una

concentracion de 10 mg/mL y se almacenaron a -80 °C.

6.12. Analisis de la HsODC purificada por SDS-PAGE y Western blot

La proteina purificada se sometio a una SDS-PAGE al 10 % (ver epigrafe 6.9) y se utiliz6 una
tincion con AgNO3 (Merril y Goldman, 1984) (ver epigrafe 6.12.1) para visualizar las bandas
proteicas. La imagen del gel se digitalizo y se determind el porcentaje de pureza de la proteina con
el empleo del software de procesamiento de imagenes ImagelJ. La identidad de las bandas

observadas se corrobord mediante un ensayo de Western blot (ver epigrafe 6.12.2).

6.12.1. Tincion con AgNO3

Se empled un método rapido de tincion con AgNO3 para el andlisis de pureza de la HsODC.
Después de realizar la corrida electroforética de la proteina (ver epigrafe 6.9), el gel se lavé con 50
mL de agua desionizada durante 10 min con agitacion constante. Posteriormente, se sumergio en
50 mL de solucion fijadora [40 % (v/v) de metanol y 0.0185 % (v/v) de formaldehido] por 10 min
con agitacion constante. Se lavo dos veces con agua desionizada durante 5 min cada una. Se coloco
el gel en 50 mL de una solucién de tiosulfato de sodio al 0.02 % (p/v) y se mantuvo en agitacion
durante 1 min. Se lavd dos veces con agua desionizada durante 20 seg cada una. Se retird el agua
y se afiadieron 50 mL de una solucion de AgNOs al 0.1 % (p/v) y se dejo en agitacion durante 10
min. Se cambio el gel a 50 mL de solucién reveladora [3 % (p/v) de NaxCO3, 0.0004 % (p/v) de
tiosulfato de sodio y 0.0185 % (v/v) de formaldehido (este ultimo se adiciond 5 min antes de utilizar
la solucion)] y se dejo en agitacion hasta la aparicion de las bandas de proteinas. Se adicionaron 50
mL de una solucion de acido citrico al 5 % (p/v) para detener la reaccion y se dejé en agitacion
durante 10 min. Finalmente, se colocd el gel en solucion secadora [10 % (v/v) de etanol y 4 % (v/v)

de glicerol] por 10 min.
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6.12.2. Deteccion de la HsODC mediante Western blot

Se llevo a cabo una SDS-PAGE de la proteina purificada (ver epigrafe 6.9) y se realiz6 una
transferencia semiseca a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PDVF del inglés
Polyvinylidene difluoride) (Poly Screen, Perkin Elmer™), con un voltaje de 25 V durante 40 min
en una camara Trans-blot SD (Biorad). Lo anterior requiri6 del uso de un tampoén de transferencia
semiseca [25 mM de Tris-base pH 7.4, 192 mM de glicina y 20 % (v/v) de metanol]. Se incubd la
membrana en solucion de bloqueo [4 % (p/v) de leche descremada disuelta en tampén TBST (10
mM de Tris-base pH 7.4, 100 mM de NaCl y 0.2 % (v/v) de Tween 20)] durante 1 h a TA y agitacion
constante. Se retird la solucion de bloqueo y se afiadidé el anticuerpo primario (anticuerpos
policlonales anti-HsODC obtenidos a partir de conejo en nuestro laboratorio) (Filisola-Villaseiior
et al., en preparacion), disuelto en solucion de bloqueo a una dilucion 1: 10,000. La membrana se
incubo a 4 °C durante toda la noche en agitacion constante. Se retird el anticuerpo primario y se
hicieron 3 lavados de 10 min cada uno con tampdn TBST. Se adiciond el anticuerpo secundario
(anticuerpo monoclonal anti-Fc de conejo) disuelto en solucion de bloqueo a una dilucion 1: 10,000
y se incubd por 1 h a TA y agitacidn constante. Se retird el anticuerpo secundario y la membrana
se lavo 3 veces durante 10 min con tampdn TBST. Se realizaron dos lavados de 5 min con tampén
TBS (10 mM de Tris-base pH 7.4 y 100 mM de NaCl), la membrana se reveld con el reactivo
quimioluminiscente Western Lightning™ Plus. Finalmente, los fotones desprendidos de la reaccion

en la membrana se digitalizaron mediante el equipo Amersham Imager 600 (Cytiva).

6.13. Cristalizacion de la HsODC
La cristalizacion de la HsODC en presencia de los ligandos propuestos (Sulf o ACA) se realiz6
mediante la técnica de difusidn de vapor en gota sentada (ver epigrafe 6.13.2). Las concentraciones
de los componentes del licor madre (LM) utilizadas para la generacion de los cristales de proteina

se optimizaron hasta obtener cristales aislados y de mayor tamafio en casi toda la placa.

6.13.1. Preparacion del licor madre
Se partié de una composicion de licor madre con la que se obtuvieron previamente cristales de
la HsODC en nuestro laboratorio (Filisola-Villasefior et al., en preparacion), que se basé a su vez
en las condiciones en las que se obtuvo la estructura con el cédigo PDB: 2000 (Dufe et al., 2007).
El gradiente consistié en 100 mM de tampdn Bis-Tris pH 6.5, 10 — 300 mM de acetato de amonio
y 12 — 25 % (v/v) de polietilenglicol (PEG 3.35K) (Figura 14).
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Figura 14. Representacion esquematica de la composicion inicial de la caja de licor madre utilizada

para la cristalizacion de la HsODC (Filisola-Villasefior et al., en preparacion).

Las diferentes condiciones de LM se disefiaron en la pagina web de Hampton Research:

(https://hamptonresearch.com/maketray.aspx). Las cajas de licor madre se cubrieron con cinta

autoadherible y se almacenaron a 4 °C.

6.13.2. Técnica de difusion de vapor en gota sentada

Se utilizaron placas MRC de 96 pocillos para la generacion de los cristales de HsODC por

difusion de vapor en gota sentada (Figura 15).

70 nL/Pozo

1-2 mL/Pozo

Caja de Licor Madre
(96 pocillos)

Placa de cristalizacion
MRC original

Muestra

H20
/) 0' Soporte de gota

Reservorio principal

“' (Difusion de vapor)
(70 pL de reactivo/Pozo)
Placa MRC 0.8 pL. (Muestra)
1 +
¥ 1 pL (LM)
g-‘ 1 uL (Muestra)
+
1 pL (LM)
70 pL (LM)

Figura 15. Preparacion de las placas MRC para la cristalizaciéon de la HsODC por la técnica de

difusion de vapor en gota sentada. Se muestran los volimenes de muestra y LM que se aplicaron por

pocillo. La figura se confeccion6 en BioRender.
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Se adicionaron 70 pL de licor madre en los reservorios principales de la placa. Se depositaron
gotas de 0.8 y 1 uLL de muestra [HsODC (10 mg/mL), PLP (0.2 mM), Cad (25 mM) y Sulf/ACA (1
mM)] en los pocillos adyacentes a cada reservorio principal. Cabe destacar que la proteina se
incubo con el PLP, la Cad y los ligandos seleccionados (Sulf/ACA) durante 10 min a TA, antes del
montaje de las placas. A continuacion, cada gota de muestra se mezcld con 1 pL de licor madre de
su reservorio principal correspondiente. Las placas se cubrieron con una cinta adhesiva y se
incubaron a 18 °C.

Se prepararon diferentes placas controles para garantizar que los cristales generados fueran de
naturaleza proteica. Con este fin, se emplearon las condiciones iniciales de licor madre, pero se
modifico la composicidn de la muestra a cristalizar (Tabla 7).

Una vez que se determinaron las concentraciones idoneas de los componentes de la muestra,
que permitieron la formacidn de cristales de proteinas, se realizé un ensayo suplementario mediante
la adiciéon de 0.2 uL de reactivo de Bradford en los pocillos donde se generaron cristales para

corroborar su identidad quimica.

Tabla 7. Composicion de la muestra utilizada en las diferentes placas controles.

Composicion de la muestra
PLP (0.2 mM) | Cad (25 mM)

HsODC (10 mg/mL)

Placa control

1 + .= i -

2 - + + -

3 - + + + (10 mM)
4 i + + + (10 mM)
5 - - - + (10 mM)
6 + + + + (1 mM)
7 - F + + (1 mM)
8 - - - + (1 mM)

6.13.3. Optimizacion de las condiciones de cristalizacion
El diseno de la caja de licor madre se optimizé mediante la seleccion de las condiciones donde
se favorecia la formacion de cristales de proteina aislados y de mayor tamano, hasta obtener
cristales en la mayoria de los pocillos de la placa. Los cristales formados se visualizaron en un
estereoscopio Olympus sz51 cada 24 h desde el montaje de las placas para determinar el tiempo

donde alcanzaron su mayor tamafio.
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7. RESULTADOS

7.1. Purificacion de ADN plasmidico y digestion con enzimas de restriccion

El procedimiento utilizado para la extraccion y purificaciéon a pequena escala del ADN
plasmidico permitié obtener una concentracion de 110.86 + 8.89 ng/uL del material purificado y
un rendimiento de 5.54 + 0.44 nug de ADN por 5 mL de cultivo. Aunque la identidad del plasmido
utilizado se corrobord previamente por secuenciacion (Filisola-Villasefior ef al., en preparacion),
se realizd un ensayo con enzimas de restriccion para ratificar que dicho ADN plasmidico
correspondia con el vector de expresion pRSET-HsODC. La digestiéon con una de las enzimas
(HindIIl) produjo una unica banda (~ 4,464 pb) correspondiente al vector linealizado, mientras que
la digestion con ambas enzimas (Hindlll y BamHI) dio lugar a dos bandas con el peso molecular
esperado: un fragmento de ~ 3,078 pb (pRSET linealizado sin el gen odc!) y otro de ~ 1,386 pb
(gen odcl) (Figura 16).

PM
(b) 1 2 C-
10,000 S
8,000 -
6,000 e
5,000 S - €= 4,464 pb
4,000
.k <= =3,078 pb
3,000 Wy
2,000
1,500 W= . <= =~1,386pb
1,000 .

Figura 16. Digestion enzimatica del pRSET-HsODC purificado. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
(p/V) de los productos digeridos con la enzima HindlIll (1); o con las enzimas Hindlll y BamHI (2) . También

se incluyd un control negativo que contenia la mezcla de reaccion sin ADN (C-).
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7.2. Purificacion y cuantificacion de la HsODC recombinante

La enzima HsODC recombinante se sobreexpreso en la cepa SoluBL21 de E. coli, y se purificd
mediante tres etapas consecutivas de cromatografia a partir de 2 L de cultivo. La presencia de una
etiqueta de 6 histidinas (6 His) en su extremo N-terminal permitio su purificacion inicial por IMAC.
En la Figura 17 se aprecia el cromatograma obtenido por dicha cromatografia. Durante la
aplicacion de la muestra y al inicio del lavado de la columna con tampon A, eluyeron todas las
proteinas que no se unieron a la columna (pico de Abszg de 8-50 mL). En la medida que se
incremento el porcentaje de tampdn B, tanto la proteina de interés, asi como otras que tambiéen se
encontraban retenidas en la columna comenzaron a eluir (pico de Abszgo de 80-100 mL), lo cual
tuvo lugar entre 82 — 158 mM de imidazol, con el maximo de absorbancia en un 20 % (~ 95 mM

de imidazol).
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ConcB
3000
2500 l
2000
1 .
c HsODC-6 His
1000 1
N
500 -/’
5 s \ . -
Samp... Colurmmn Washr Elution C
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 mi

Figura 17. Purificacion de la HsODC-6His por IMAC (primera etapa) (Imagen representativa). La
linea azul del cromatograma corresponde a las unidades de absorbancia medidas a 280 nm (Abszso), mientras
gue la linea verde se refiere al porcentaje de tampdn B que se hizo pasar por la columna. Se us6 un gradiente
continuo de imidazol (25 — 500 mM) para la elucion de la proteina de interés. El pico de Absag (80 — 100
mL) correspondi6 a la enzima HsODC con la etiqueta de 6 His y a otras proteinas que se unieron a la

columna de manera inespecifica.

Las fracciones obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE al 8 % para identificar aquéllas
gue contenian a la enzima HsODC-6His (Figura 18). Se observo la presencia de una banda (~ 63

kDa) que se ajusta al peso molecular de la proteina en cuestion con la etiqueta de 6 His.
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Figura 18. Primer paso de purificacién de la HsODC-6His por IMAC (Imagen representativa). SDS-
PAGE al 8 % (p/v) de las fracciones obtenidas tras la purificacion de HsODC-6His con un peso de ~ 63 kDa
(S: sobrenadante o clarificado celular; 1 - 7: primeras 7 fracciones obtenidas durante la elucion; y L: lavado

de la columna con tampo6n A antes del paso de elucion).

Las fracciones 1 - 6 se concentraron mediante filtracion por centrifugacion y se cambié a tampon
TEV + DTT. Se le adicion0 a la muestra la proteasa TEV con la finalidad de escindir la etiqueta
de 6 His que presentaba HsODC, y se incub6 durante toda la noche a 4 °C. Se llevé a cabo una
SDS-PAGE al 8 % para constatar que tuvo lugar el corte deseado en casi toda la proteina presente

en la muestra (Figura 19).
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550 [0 Figura 19. Digestion de la HsODC-6His con la proteasa
150 | w— TEV (Imagen representativa). SDS-PAGE al 8 % (p/v) del
100| — W < ~102kDa producto de la digestion de la HsODC-6His con la proteasa
] b TEV. ElI monémero de HsODC presenta un peso molecular
< = (63 kDa ) . . . .
50 | - - - ~sokpa 4€~ 50kDadespues de retirarle la etiqueta de 6 His, mientras
37| — que el posible dimero corre a ~ 102 kDa (Carril 2: HsODC-
el
s B 6His en ausencia de la proteasa TEV; y Carril 3: digestion
] — - & enzimatica de la HsSODC-6His por la proteasa TEV).
20 —
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El carril 3, correspondiente a la digestion de la HsODC-6His con la proteasa TEV, mostr6 una
banda de ~ 50 kDa, que coincide con el peso molecular esperado del monémero de HsODC sin la
etiqueta de 6 His. La ausencia de la banda de ~ 63 kDa en este carril indicé que toda la HsODC-
6His presente en la muestra sufrié el corte proteolitico deseado. También se observé una banda de
~102 kDa que es consistente con el peso molecular teérico del dimero de HsODC, el cual se pudo
distinguir en todos los andlisis electroforéticos realizadas debido a su resistencia a la
desnaturalizacion.

Posteriormente, se realizé la segunda etapa de purificacion por IMAC para separar a la HSODC
de la proteasa TEV, de su etiqueta de 6 His recién removida y de las otras proteinas que se unieron
de manera inespecifica a la columna durante la primera purificacion por IMAC (Figura 20).
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Figura 20. Purificacion de la HsODC sin etiqueta de His (segunda etapa) por IMAC (Imagen
representativa). La linea azul del cromatograma se refiere a las unidades de Abszg Y la linea verde al
porcentaje de tampon B que se aplicé a la columna. El pico de Abszso (10 — 20 mL) correspondi6 a la enzima
HsODC.

La HsODC eluy6 después de la inyeccion de la muestra (pico de Abszgo de 10 — 20 mL) ya que,
al no presentar la etiqueta de 6 His, la proteina no se une a la columna de IMAC. Cuando se aplico
el gradiente con el tampdn B por la columna, eluyeron tanto la proteasa TEV (que también cuenta
con una etiqueta de 6 His en su extremo N-terminal), la etiqueta de histidinas de la HsODC, asi
como otras proteinas (pico de Abszg de 100 - 105 mL). Las fracciones con la HsODC se
identificaron cualitativamente con el reactivo de Bradford. Estas se combinaron y se concentraron

mediante filtracion por centrifugacion hasta obtener un volumen de muestra de 500-1000 pL.
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Finalmente, la tercera etapa de purificacion se bas6 en una cromatografia de exclusion
molecular (SEC del inglés Size Exclusion Chromatography) (Figura 21), en donde eluyeron
primero agregados de la HSODC (pico de Abszso (8 — 10 mL) que se debid a agregados de la

proteina de interés y un pico mayor (15 - 19 mL) correspondiente a la enzima HsODC.
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Figura 21. Purificacion de la HsODC sin etiqueta de His por SEC (tercera etapa) (Imagen
representativa). La linea azul del cromatograma se relaciona con las unidades de Abszso y la linea verde
con el porcentaje de tampdén TEV + DTT que se hizo pasar por la columna. El pico de Abszso (15 — 19 mL)
se correspondid con la enzima HsODC.

Posteriormente, las fracciones obtenidas en la purificacion por exclusion molecular se

analizaron por SDS-PAGE al 8 % para identificar cuales contenian a la HsSODC (Figura 22).
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Figura 22. Tercer paso de purificacion de la HsSODC por SEC (Imagen representativa). SDS-PAGE al
8 % (p/v) de 19 fracciones obtenidas tras la tercera purificacion de la HsODC por SEC. La banda de ~ 50
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kDa se corresponde con el monémero de HsODC y la de ~ 102 kDa con el posible dimero de la enzima (M:
muestra de proteina concentrada antes de inyectar en la columna de exclusion molecular; 1 - 19: fracciones

obtenidas durante la elucién).

Se seleccionaron las fracciones 3 — 19 y se concentraron mediante filtracion por centrifugacion
hasta obtener un volumen de 500 - 1000 pL. Finalmente, se cuantificd la proteina purificada por el
método del BCA, para lo cual se disefié una curva patron de BSA (0, 100, 250, 500, 750, 1000,
1500 y 2000 pg/mL). La HsODC se llevé a una concentracion final de 10 mg/mL para los
siguientes experimentos. El rendimiento de la purificacion de la HsODC fue de 3.63 + 1.65 mg a

partir de 190.35 + 13.63 mg de proteinas totales procedentes de 1 L de cultivo.

7.3. Analisis de la pureza de la HsODC purificada

Para analizar la pureza de la HSODC obtenida, se realiz6 una SDS-PAGE al 10 % y se realizd
una tincion con AgNOs, ya que es un método de deteccion de proteinas mas sensible que el Azul
de Coomassie (Figura 23). Con esta tincion se pudo observar unicamente la presencia de las dos
bandas esperadas: una de ~ 50 kDa (mondémero de la HsSODC) y otra de ~ 102 kDa (dimero de la
HsODC). Posteriormente, la imagen del gel se digitaliz6 y se determind en el software ImageJ que

la pureza de la proteina era del 93 % (56.1 % de monomero y 36.9 % del posible dimero).
PM

(zl:]z‘i : ; Figura 23. Verificacion de la pureza de la HsODC.
i::: p— e— ~ 102 kDa SDS-PAGE al 10 % (p/v) de la HsODC purificada y
75 m— tincion con AgNOs. EI mondmero de HsODC presenta
un peso molecular de ~ 50 kDa y el posible dimero de ~
V| e— — = 0O 102 kDa (Carriles 1y 2: dos lotes diferentes de HSODC
7= purificada).
25

Ademas, se realizdo un Western blot utilizando anticuerpos policlonales anti-HsODC (Figura
24), que permitié confirmar que las dos bandas observadas con la tincion con Azul de Coomassie
correspondian a la HsODC (la banda de ~ 50 kDa referida al monomero de HsODC y la banda de
~ 102 kDa al posible homodimero).
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Figura 24. Identificacion de la HsODC purificada por Western blot. (A) Tincion del gel con azul de
Coomassie y (B) Western blot.

7.4. Cristalizacion de la HsODC

Los cristales de la HSODC en presencia de los ligandos propuestos se generaron por el método
de difusion de vapor en gota sentada. Se prepararon placas controles donde solo se variaron los
componentes de la muestra a cristalizar y la concentracion de ligando, sin modificar las condiciones
de licor madre iniciales, para garantizar que los cristales formados eran de naturaleza proteica. Se
obtuvieron pequenos cristales en las condiciones donde se encontraban presentes HsODC + PLP +
Cad (Figura 25A), mientras que al aplicar solo PLP y Cad (en las mismas concentraciones) no se
observo la formacion de cristales (resultados no mostrados). Lo anterior indic6 que los primeros
cristales podian ser de proteina. Cuando se incorporo el ligando Sulf (10 mM) junto con PLP y
Cad, pero en ausencia de HsODC, se formaron cristales de mayor tamafio y con una morfologia
diferente en toda la placa (Figura 25B). Al combinar la proteina con la muestra anterior, se aprecid
el crecimiento de ambos tipos de cristales (Figura 25C), donde se hizo méas evidente su diferencia
de tamafio y morfologia. Se prepar6 de manera adicional una placa solo con Sulf (10 mM) (Figura
25D) y también crecieron cristales en todos los pocillos con una morfologia muy similar a los que
crecieron en la Figura 25B, lo que permiti6 concluir que la Sulf a 10 mM era la responsable de la
formacion de dichos cristales. En funcion de lo anterior, se decidio reducir la concentracion de Sulf

a 1 mM. Cuando se mezclaron HsODC + PLP + Cad + Sulf (1 mM) (Figura 25E), se generaron
55



RESULTADOS

cristales muy semejantes a los de la Figura 25A en ciertos pocillos de la placa. Para complementar
este resultado, se montaron dos placas: una con PLP + Cad + Sulf (1 mM) y otra s6lo con Sulf (1
mM) y no se evidencio la aparicion de estructuras cristalinas en ningin pocillo de ambas placas.
Con base en esto, se pudo concluir que los ultimos cristales obtenidos eran de naturaleza proteica.
No obstante, se llevo a cabo otro ensayo suplementario, donde se les adiciono a los cristales 0.2 pL
de reactivo de Bradford. Los cristales de Sulf (10 mM) no se tifieron con el reactivo. Sin embargo,
los de HsODC + PLP + Cad + Sulf (1 mM) si se tifieron de color azul (Figura 25F), lo que reafirm6

la conclusion establecida anteriormente.

Figura 25. Efecto de la adicion de Sulf (10 mM y 1 mM) en la cristalizacién de la HsODC. Se modificd
la composicion de la muestra a cristalizar sin variar las condiciones del licor madre. (A) Placa control 1:
HsODC + PLP + Cad; (B) Placa control 3: PLP + Cad + Sulf (10 mM); (C) Placa control 4: HsODC +
PLP + Cad + Sulf (10 mM); (D) Placa control 5: Sulf (10 mM); (E) Placa control 6: HsODC + PLP + Cad

+ Sulf (1 mM); y (F) Ensayo de Bradford con los cristales obtenidos en la placa control 6.

Tomando en cuenta los resultados anteriores, la composiciéon de la muestra que se decidio
utilizar para la posterior optimizacion de las condiciones de cristalizacion fue la siguiente: HsODC

(10 mg/mL), PLP (0.2 mM), Cad (25 mM) y Sult/ACA (1 mM).
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7.4.1. Optimizacion de las condiciones de cristalizacion

Se obtuvieron cristales de la HsODC en presencia de Sulf (1 mM) con el empleo de las
condiciones iniciales de licor madre (Figura 14) y la composicion de la muestra establecida
anteriormente. Se observo el crecimiento de cristales en la zona de mayor concentracion de PEG
(21 — 25 %), lo cuales presentaron un tamano muy pequeio (< 50 pm) (Figuras 26-1A, B). Se
incremento el gradiente de agente precipitante (PEG) a un rango de 18 - 30 %, manteniendo las
concentraciones de acetato de amonio (Figuras 26-2C, D). En estas condiciones, se formaron
cristales en el intervalo de 22 — 25 % de PEG. Concentraciones mayores de PEG provocaron la
precipitacion de la proteina en agregados amorfos, mientras que concentraciones mas bajas
generaron cristales pequenos y densos. Se considerd seguir ampliando los gradientes de agente
precipitante y de sal (Figuras 26-2E, F), hasta llegar a un intervalo especifico de PEG (23 — 23.5
%) y de acetato de amonio (10 - 30 mM), que permitio6 el crecimiento de cristales aislados y de
mayor tamafio en casi toda la placa (Figuras 26-2G, H). Estos presentaron una longitud que vario
entre los 80 y 140 um y un grosor entre los 30 y 40 um, y alcanzaron su tamafio maximo a las
48 h. Cabe destacar que este resultado se reprodujo al menos tres veces con el empleo de dichas

condiciones de licor madre.

10 mM far eS|
100z || 104
'%l 5 (Acetato de » A ;
JOLJO amonio S
(K ) =
880808 > = X
8818 d " &
i 300 mM —= —
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12% (PEG 3.35K) 25% @ ¢ Acetato de amonio —51.4 mM <+ Acetato de amonio — 13.42 mM
¢ PEG 3.35K ---------- 20.27% «» PEG 3.35K ------mmm- 22.86%

Figura 26-1. Optimizacion de las condiciones de cristalizacion de la HsODC en presencia de Sulf (1
mM). (A) Composicion de la caja de licor madre utilizada para la cristalizacion, y (B) cristales generados
bajo determinadas condiciones de licor madre. El recuadro rojo delimita la region de la placa donde

crecieron los mejores cristales.
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Figura 26-2. Optimizacion de las condiciones de cristalizacion de la HsODC en presencia de Sulf (1
mM). (C, E y G) Composicion de la caja de licor madre utilizada para la cristalizacién, y (D, F y H)
cristales generados bajo determinadas condiciones de licor madre. Se modificé el disefio de la caja de licor
madre hasta obtener cristales aislados y de mayor tamafio en casi todos los pocillos de la placa. Los

recuadros rojos delimitan la region de la placa donde crecieron los mejores cristales (Continuacion).

Una vez determinadas las condiciones de muestra y de licor madre 6ptimas para la cristalizacion

de la HsODC en presencia de Sulf (I mM), se procedio a cristalizar a la proteina con el segundo
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ligando: ACA (1 mM). Como se aprecia en la Figura 27, se obtuvieron cristales en la mayoria de
los pocillos de la placa con una morfologia muy similar a los que se obtuvieron con Sulf (I mM),

aunque un poco mas pequefios (80 — 100 pm).
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Figura 27. Cristales de la HsODC en presencia de ACA (1 mM). Se utilizaron las condiciones de muestra
y de licor madre Optimas determinadas previamente con el ligando Sulf.

Teniendo en cuenta lo anterior, se establecieron las siguientes condiciones Optimas de
cristalizacion para la proteina HsODC:

» Composicion del licor madre: 100 mM de tampdn Bis-Tris pH 6.5, PEG 3.35K (23 —23.5%) y

acetato de amonio (5 — 30 mM).

» Composicion de la muestra: HSODC (10 mg/mL), PLP (0.2 mM), Cad (25 mM) y Sulf (1 mM).

Se cosecharon cristales individuales de HsODC en presencia de Sulf/ACA (1 mM) y se
realizaron ensayos de difraccion de rayos X en el difractometro D8 VENTURE Bruker del

departamento de Quimica del Cinvestav (Figura 28).

Figura 28. Ensayo de difraccion de rayos X de uno de los cristales de la HsODC obtenidos en presencia

de Sulf (1 mM). (A) Imagen de una asa criogénica con un cristal de HsODC (la flecha blanca sefiala el
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cristal cosechado); (B) patron obtenido en el difractémetro D8 VENTURE Bruker por el programa APEX
3 (Bruker) a partir de uno de los cristales de HsODC, y (C) patrobn obtenido de
https://www.cs.cornell.edu/boom/2004sp/ProjectArch/AppofNeuralNetworkCrystallography/ProteinQualit
y.htm. Tanto B como C muestran patrones de pobre calidad de difraccion derivados de cristales de proteinas.

(D) Patron de muy buena calidad de difraccion obtenido de https://pccf.usask.ca/xrd.php (las flechas rojas

indican puntos de difraccion de alta resolucion y las azules de baja resolucién).

Se obtuvieron algunas iméagenes a partir de la difraccion de uno de los cristales obtenidos, pero
no proporciond la cantidad de puntos suficientes para poder determinar los parametros de celda

unitaria debido a la baja resolucién del cristal.
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8. DISCUSION

Las PAs son pequeias moléculas policationicas que estan involucradas en una amplia gama de
procesos bioldgicos, entre los que se destacan la organizacidn de la cromatina, la regulacion de la
expresion génica, la apoptosis, la proliferacion y la diferenciacion celular. Su importancia radica
en la capacidad que tienen para interactuar con macromoléculas cargadas negativamente como las
proteinas, los acidos nucleicos y los fosfolipidos, ya que presentan todos sus grupos amino
protonados a pH fisioldgico (Miller-Fleming et al., 2015; Pegg, 2016; Mounce ef al., 2017). En
el contexto del cancer y otras enfermedades hiperproliferativas, las PAs son especialmente
relevantes. Se ha demostrado en numerosos estudios in vivo e in vitro que los niveles de estas
moléculas se encuentran frecuentemente alterados en diferentes lineas celulares de cancer, y se ha
observado un aumento significativo de su biosintesis durante las fases G1/S y G2, en comparacion
con las células normales. Este incremento de las concentraciones intracelulares de las PAs se
correlaciona con una mayor capacidad proliferativa y una disminucién en la diferenciacion celular,
lo que contribuye al desarrollo y progresion de los tumores (Soda, 2011; Miller-Fleming et al.,
2015; Casero Jr. et al., 2018; Li et al., 2020; Sari et al., 2021).

Teniendo en cuenta lo anterior, la disfuncion en el metabolismo de las PAs puede ser explotada
como una diana terapéutica potencial para el tratamiento del céncer. Debido a esto, se han
desarrollado diferentes enfoques para modular los niveles de PAs y su funcion en las células
tumorales (Wallace, 1996; Seiler, 2003; Wallace y Fraser, 2004). Uno de los mas estudiados es la
inhibicion de la ODC, ya que es una de las enzimas clave en la sintesis de PAs y esta sujeta a una
compleja regulacion (Persson et al., 1998; Pegg, 2006). Ademas, la ODC es un objetivo
transcripcional directo de c-Myc, el cual se encuentra incrementado en canceres de casi todos los
tipos y se asocia positivamente con una mayor biosintesis de PAs a través de la ODC (Bello-
Fernandez et al., 1993; Pena et al., 1993; Bachmann y Geerts, 2018). El uso de inhibidores
contra esta enzima, como la DFMO, ha demostrado ser eficaz en la reduccion de los niveles de PAs
y la inhibicién del crecimiento tumoral en modelos preclinicos y clinicos. Sin embargo, este
farmaco tiene un efecto limitado debido a su eliminacion rapida, transporte celular ineficiente y
efectos toxicos a altas dosis (Wallace y Fraser, 2004; Casero Jr. y Marton, 2007; Alexiou et al.,
2017; Casero Jr. et al., 2018; LoGiudice et al., 2018). Es por ello que resulta necesario encontrar
nuevos inhibidores que tengan la capacidad potencial de dirigirse a esta enzima. Para ello, es

importante conocer la estructura 3D de la proteina diana en asociacion con el farmaco propuesto,
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ya que proporciona informacion valiosa sobre como interactuan los &tomos de estas moléculas, los
residuos de la enzima que intervienen en la unidén y el mecanismo de inhibiciéon que esta
involucrado (Grishin et al., 1999; Sivashanmugam et al., 2017).

Para dar cumplimiento a los objetivos propuestos en el presente trabajo, se requirid
sobreexpresar a la HSODC recombinante en células SoluBL21 de E. coli, con la finalidad de
disponer de suficiente cantidad de enzima para llevar a cabo los ensayos de cristalizacion. Otros
autores han sobreexpresado la enzima en las cepas BLR(DE3) (Dufe et al., 2007) y BL21(DE3)
(Wu et al., 2015; Zhou et al., 2021; Zhou et al., 2022) de E. coli para realizar estudios
estructurales. La cepa SoluBL21 es una variante genética mejorada de la cepa BL21(DE3) que se
generd mediante un enfoque de evolucion dirigida, la cual estad optimizada para aumentar la
expresion de proteinas en forma soluble y es compatible con todos los vectores de expresion
basados en el promotor T7. Ademads, contiene mutaciones no caracterizadas obtenidas a través de
criterios de seleccion especiales. Estas mutaciones hacen que la cepa pueda expresar proteinas
insolubles en forma soluble, total o parcialmente, en la mayoria de los experimentos realizados.
Incluso en casos donde se logra una solubilidad parcial, se pueden obtener cantidades suficientes
de proteina al aumentar el tamafio del cultivo (Genlantis, 2023).

Las células SoluBL21 se transformaron con el vector de expresion pRSET-HsODC, que
contiene el gen de la proteina de interés (odcl) y un gen que confiere resistencia a la ampicilina
(bla) como marcador genético de seleccion. La sobreexpresion de la HSODC se realizé a partir de
condiciones previamente optimizadas por Filisola-Villasefor y colaboradores (en preparacion). La
cepa bacteriana que se utilizd tiene integrado en su propio ADN gendmico, el gen de la ARN
polimerasa T7, que es una enzima procedente del bacteriofago T7, el cual infecta a las células de
E. coli y puede integrar su genoma en el ADN del hospedero e inhibir su maquinaria celular para
producir mas copias de si mismo. La expresion del gen odcl en el vector pRSET-HsODC se
encuentra regulada por el promotor T7 y la region operadora del operon lac. La ARN polimerasa
T7 se encarga de iniciar la transcripcion en el promotor T7 del vector transformado. El propio gen
de la ARN polimerasa T7 esté bajo el control de un promotor /ac. Normalmente, tanto el promotor
lac como el promotor T7 son reprimidos en la bacteria por la proteina represora Lacl . Para
comenzar la transcripcion del casette de expresion en el vector, se debe unir un inductor al represor
Lacl, lo que favorece su separacion de la region operadora y promueve la expresion génica de la

ARN polimerasa T7. Esta enzima, a su vez, puede unirse al promotor T7 en el vector de expresion
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y comenzar a transcribir el gen de interés corriente abajo (Dubendorf y Studier, 1991). Para
estimular este proceso, se agregd al cultivo bacteriano el inductor IPTG, que es un compuesto
analogo de la alolactosa y, por lo tanto, puede unirse al represor Lacl y evitar que inhiba la
transcripcion del gen en cuestion (Figura 13). La expresion de cualquier proteina recombinante
bajo el control del promotor T7 es 8 veces mas rapida que la expresion de la proteina bajo el control
de la ARN polimerasa de E. coli (New England BioLabs, 2023).

También, se requiri6 transformar células TOP10 de E. coli con el vector de expresion pRSET-
HsODC, con la intencion de disponer de una mayor cantidad de plasmido recombinante. Esta cepa
permite la replicacion estable de plasmidos de alto numero de copias (ThermoFisher, 2023). El
rendimiento de ADN plasmidico que se obtuvo concuerda con lo reportado por la compaiiia de la
que procede el kit de purificacion (< 25 pg) (NIPPON Genetics Co., Ltd.). Posteriormente, se
realizé una digestion enzimdtica del ADN plasmidico purificado con las enzimas de restriccion
Hindlll y BamHI, debido a que el plasmido de interés presenta un sitio de corte para cada una de
estas enzimas. Las dos bandas observadas permitieron corroborar que se trataba del vector en
cuestion. No obstante, cabe resaltar que este plasmido se secuencid previamente en nuestro
laboratorio, lo que asegura la identidad del mismo (Filisola-Villasefior ef al., en preparacion).

La HsODC recombinante, en este caso, se expresa en el citosol de las bacterias y no es secretada
al medio extracelular, por lo que se requiri6 lisar a las células mediante sonicacion. Este es uno de
los métodos de ruptura celular mecdnica mas utilizados para la extraccion no-destructiva de
productos intracelulares. Se basa en la aplicacion de ondas sonoras de alta frecuencia que generan
fluctuaciones mecanicas intensas en el medio de muestra, lo que conduce a la ruptura de las
membranas celulares y la liberacion de los componentes intracelulares (Brown y Audet, 2008). Su
principal ventaja radica en la capacidad para lograr una ruptura celular eficiente y rapida, lo que
permite la obtencion de un lisado celular altamente concentrado e intacto en un tiempo
relativamente corto. Ademas, este método no requiere el uso de enzimas o productos quimicos
fuertes, lo que evita la contaminacion y la alteracion de las propiedades de las biomoléculas
presentes en el lisado celular. También se puede realizar a temperatura ambiente o en condiciones
criogénicas, lo que minimiza la desnaturalizacion de proteinas y la degradacion de compuestos
sensibles al calor. Es importante destacar que la eficacia de la sonicacion depende de varios

factores, como la potencia de las sondas ultrasonicas, el tiempo de sonicacion y la densidad celular.
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Un ajuste adecuado de estos parametros es esencial para lograr una ruptura celular 6ptima y evitar
dafios excesivos en las muestras (Hielscher Ultrasonics, 2023).

Después de centrifugar el lisado bacteriano, se colecto y se filtro el sobrenadante donde estaba
presente la proteina de interés, y se desecho el sedimento celular formado principalmente por
material insoluble, como agregados proteicos, fragmentos de membranas y restos celulares. Se
procedi6 a la purificacion de la HSODC recombinante por medio de tres etapas consecutivas de
purificacion (Filisola-Villasefior ef al., en preparacion). La primera etapa consistio en una IMAC

con el empleo de una columna HisTrap™-Ni?*

. Las columnas pre-empaquetadas HisTrap brindan
un formato répido, conveniente y reproducible para la purificacion preparativa de proteinas
recombinantes marcadas con histidina (His-tag). Estas columnas presentan una resina formada por
perlas de agarosa altamente reticuladas a las que se ha acoplado un grupo quelante. El grupo
quelante esta precargado con el ion niquel, el cual se une a la resina por medio de 4 enlaces de
coordinacién y retiene selectivamente las proteinas con grupos de histidina expuestos. Los anillos
de imidazol de las cadenas laterales de las histidinas interactiian con el ion niquel a través de enlaces
de coordinacion (Cytiva, 2023). Cabe resaltar que la enzima de interés presenta una etiqueta de 6
His en su extremo N-terminal que permite su purificacion por este tipo de cromatografia, y, a
continuacion de ésta, un dominio dihidrolipoillisina acetiltransferasa (DLAT) derivado del
complejo piruvato deshidrogenasa de Geobacillus sp., que favorece el correcto plegamiento de la
enzima y contribuye a su solubilidad. Sin embargo, la fraccion de sobrenadante puede contener
otras proteinas que también se unan de manera inespecifica a la columna (intercambio i6nico), y,
por lo tanto, afecten la pureza de la proteina en cuestion. La elucion de las proteinas adheridas a la
columna se realizd mediante la aplicacion de un gradiente lineal de imidazol (Figura 17). En la
medida que se incrementa la concentracion de imidazol que pasa a través de la columna, éste
compite con los residuos de histidina en la proteina de interés por la union al niquel, desplazandolos
y permitiendo que las proteinas eluyan. Se identificé por SDS-PAGE la banda correspondiente a
la proteina de interés con la etiqueta de 6 His (banda de ~ 63 kDa) (Figura 18). Este peso molecular
concuerda con el obtenido por Filisola-Villasefior y colaboradores en sus experimentos.
Posteriormente, se retiro la etiqueta de 6 His presente en la HSODC con el empleo de la proteasa
TEV, cuya actividad se puede inhibir por imidazol, de ahi la importancia de retirar este compuesto
de la muestra. El sitio de corte de la proteasa TEV se localiza justamente entre el dominio DLAT
y el extremo N-terminal de la HsSODC. Resulta crucial eliminar este fragmento (que comprende la
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etiqueta de 6 His y el dominio DLAT) de la proteina expresada, dado que éste no forma parte de
su estructura nativa. Su presencia puede obstaculizar la formacion de cristales, ya que tiende a
conferir una mayor movilidad a la proteina, dificultando su estabilizacion y, por ende, la obtencién
de estructuras cristalinas de alta calidad. Después de comprobar que ocurrio el corte proteolitico
deseado (Figura 19), se llevo a cabo una segunda purificacién por IMAC, con la finalidad de
separar la HsODC sin etiqueta de 6 His de la proteasa TEV (que también cuenta con una etiqueta
de 6 His) y de las otras proteinas que se habian unido inespecificamente durante la primera
purificacion (Figura 20).

La muestra de proteina obtenida se sometié finalmente a una SEC (Figura 21). Esta técnica se
basa en el principio de separar a las moléculas segin su tamafio y forma, permitiendo la eliminacion
de contaminantes de menor tamarfio y la retencion selectiva de la proteina de interés, por lo que
desempefia un papel importante en la purificacion de proteinas destinadas a ensayos de
cristalizacion. Al analizar la muestra de proteina mediante una columna de gel poroso, se puede
observar si existe la presencia de agregados o variantes conformacionales que podrian afectar la
calidad de los cristales. Esto permite descartar muestras de baja calidad y seleccionar aquéllas que
presenten una distribucién de tamafos adecuada y una estructura conformacional uniforme. Otro
aspecto relevante es que la SEC es una técnica suave, que se realiza en condiciones fisiologicas y
no requiere el uso de detergentes fuertes o agentes desnaturalizantes. Esto minimiza el riesgo de
alterar la estructura y actividad bioldgica de la proteina durante el proceso de purificacion, lo que
es crucial para asegurar que la proteina mantenga su conformacién nativa y funcionalidad en los
ensayos de cristalizacién (Burgess, 2018; Hall, 2018).

Las fracciones se analizaron mediante una SDS-PAGE vy se observé que la HSODC manifiesta
un corrimiento andémalo, al presentar un peso molecular aparente de ~ 50 kDa (Figura 22),
ligeramente inferior a su peso molecular teérico (~ 51 kDa), que coincide con el reportado por Hu
y colaboradores en 2003 y por Filisola-Villasefior y colaboradores (en preparacion). Lo anterior
puede ser una consecuencia de la forma que adquiere la proteina tras su desnaturalizacion. Si ésta
tiene una forma compacta o una estructura peculiar, puede manifestar un corrimiento anémalo
debido a su interaccidn con la matriz del gel. Otro elemento que también pudo afectar su migracién
electroforética es la carga neta negativa que adquiere la proteina por la union del SDS, la cual esta
determinada por el nimero y tipo de amino&cidos presentes en la cadena polipeptidica (Shi et al.,

2012). Varios autores han informado otros pesos moleculares aparentes para el monémero de
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HsODC, pero estdn muy proximos al que se obtuvo en el presente trabajo. Tal es el caso de Mohan
y colaboradores en 1999 que reportaron un peso molecular de 53 kDa, y Park y colaboradores en
2023 que informaron un peso de 51 kDa (coincidente con el peso molecular teérico del monémero
de la enzima). Se evidencio, ademas, la presencia de una banda de ~ 102 kDa, que debe
corresponder al posible dimero de laHsODC, y que también fue reportada por Park y colaboradores
en 2023. El dimero ha mostrado ser resistente a la desnaturalizacion, lo cual puede estar dado por
interacciones no covalentes estables entre los mondémeros y también por la estructura compacta del
dimero. Esta Gltima proporciona estabilidad a las interacciones entre las subunidades y evita que
los agentes desnaturalizantes como el SDS y el B-mercaptoetanol penetren en la estructura del
dimero y lo desestabilicen.

Finalmente, la proteina purificada se almacend a -80 °C para evitar su desnaturalizacion,
degradacion o formacion de agregados proteicos. Las proteinas son sensibles a las condiciones
ambientales, y temperaturas mas altas pueden provocar su desnaturalizacion. Esto implica la
pérdida de la estructura tridimensional nativa de la proteina y su funcion bioldgica. Ademas,
almacenar la proteina a temperaturas inadecuadas, incrementa el riesgo de agregacion. Estos
agregados pueden ser insolubles y no funcionales, lo que dificulta el uso de la proteina para estudios
de cristalografia. Cabe destacar que Dufe y colaboradores en 2007 y Zhou y colaboradores en 2021
y 2022 , utilizaron un protocolo de purificacion de la HSODC muy similar al que se emple6 en este
trabajo. Sin embargo, estos investigadores no retiraron la etiqueta de 6 His presente en la enzima,
aunque esto no afecto la cristalizacion de la misma.

La cristalografia de proteinas es una técnica poderosa y ampliamente utilizada para determinar
la estructura tridimensional de las proteinas. Para llevar a cabo esta técnica con éxito, es de vital
importancia tener a la proteina lo mas pura posible en un periodo de purificacion lo mas rapido
posible. La pureza de la proteina es crucial ya que cualquier contaminante presente en la muestra
puede afectar negativamente la formacion de cristales de proteinas de alta calidad de difraccion vy,
en ultima instancia, la resolucion y precision de la estructura determinada. La presencia de
impurezas puede generar problemas como la formacion de agregados o la aparicion de diferentes
formas y estados conformacionales de la proteina, lo que puede interferir también en el proceso de
cristalizacion e influir de manera negativa en la reproducibilidad de los experimentos y la
interpretacion de los resultados. Por lo tanto, la purificacion rigurosa de la proteina es esencial para

garantizar la fiabilidad y validez de los datos de cristalografia (Lesley, 2001). En funcion de esto,
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se evaluo el grado de pureza de la HSODC mediante una SDS-PAGE, seguido de una tincion con
AgNOs; (Figura 23). Este tipo de tincion es de 50 a 100 veces mds sensible que la tincion con Azul
de Coomasie, y permite la deteccion de proteinas a concentraciones nanomolares bajas. También
permite una mejor distincion de las bandas proteicas en geles de electroforesis, lo que facilita la
identificacion de proteinas especificas. El porcentaje de pureza determinado resulté ser idoneo para
realizar los ensayos de cristalizacion, y, adicionalmente, se corroboré la identidad de la enzima
mediante un Western blot. En este experimento se observaron las dos bandas con el peso molecular
esperado y un barrido comprendido entre estas, que puede deberse a diferentes estados de
desnaturalizacion del dimero (Figura 24).

La cristalografia de rayos-X depende completamente de la obtencion de cristales de la proteina
en cuestion para obtener la amplificacion de la sefial de los rayos-X. Sin embargo, no basta con
tener cristales, sino que estos deben tener un tamafio y calidad adecuados para permitir la
recoleccion precisa de las amplitudes de la difraccion. La calidad de la estructura molecular final
tiene una relacién directa con la calidad de la difraccion, la cual esté influenciada por el tamafio y
las propiedades fisicas de la muestra cristalina. Por lo tanto, el cristal se convierte en el factor
crucial para el éxito del proceso de difraccion (McPherson, 1989). Lo anterior implica la basqueda
sistematica de los rangos 6ptimos de los parametros individuales que influyen en la formacién de
los cristales. Esto se logra mediante una serie extensa de ensayos de cristalizacién, en los que se
evallan los resultados y se optimizan las variables para obtener los mejores cristales posibles. Dado
el gran nimero de variables y los amplios rangos involucrados, la experiencia y el conocimiento
en el disefio y evaluacion de los ensayos de cristalizacion son de vital importancia.

Los cristales macromoleculares suelen estar compuestos en promedio por un 50 % de solvente,
aunque esta proporcion puede variar entre un 25 % y un 90 %, dependiendo de la macromolécula
especifica. El elevado contenido de solvente en la estructura cristalina resulta en la formacion de
capas de agua que rodean y preservan la estructura de las moléculas proteicas de manera casi
idéntica a la que se observa en la solucion original. La proteina, en este caso, ocupa el volumen
restante del cristal, lo que da lugar a una estructura cristalina similar a un gel, con espacios
intersticiales extensos en los cuales el solvente y otras moléculas pequefias pueden difundir
libremente. Los sistemas bioldgicos dependen en gran medida de la quimica acuosa dentro de
rangos estrechos de temperatura y pH. Como resultado, las proteinas han desarrollado una
compatibilidad adecuada y son intolerantes a desviaciones o perturbaciones significativas. Por lo
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tanto, todos los cristales de proteinas deben cultivarse a partir de soluciones acuosas que sean
toleradas por estas macromoléculas, y a estas soluciones se les denomina licores madre (LM).

Se han establecido diversos métodos que integran el amplio espectro de factores que influyen y
favorecen la cristalizacion, siendo los mas comunmente empleados la difusion de vapor, la dialisis,
la difusion por batch y la difusion liquido-liquido. En el presente proyecto, la cristalizacion de la
HsODC en presencia de los ligandos propuestos (Sulf/ACA) se realizé por el método de difusion
de vapor en gota sentada, que fue el mismo método utilizado por Dufe y colaboradores en 2007 y
Zhou y colaboradores en 2021 y 2022 para la cristalizacion de la enzima. El principio de esta
técnica se basa en la interaccion entre una gota, compuesta por una mezcla de muestray LM, y un
reservorio que contiene un volumen considerablemente mayor de licor madre. Por lo general, la
concentracion de los componentes del LM en la gota es menor que en el reservorio. Durante el
proceso de equilibrio, el vapor de agua se desplaza desde la gota hacia el reservorio, generando
cambios en la composicion de la muestra. A medida que el agua abandona la gota, la muestra
experimenta un aumento en la sobresaturacion relativa, lo que implica un incremento en la
concentracion tanto de la muestra como de los componentes del LM. Este intercambio continuo de
agua entre la gota y el reservorio finaliza cuando ambas alcanzan una concentracion similar. Es en
este punto de equilibrio donde se logra la cristalizacion de manera exitosa.

La composicion de LM con la que se iniciaron los ensayos de cristalizacion se basoé en la
utilizada por Dufe y colaboradores en 2007 para obtener la estructura de dicha enzima con el codigo
PDB: 2000. La proteina se uso a una concentracion de 10 mg/mL para la induccion de cristales
(Filisola-Villasefior et al., en preparacion). Esta es una concentracion estandar que suele
utilizarse cuando se realizan ensayos de cristalizacion por difusion de vapor (Chen et al., 2002).
Los primeros cristales que se generaron contenian HsODC, PLP y Cad, aunque presentaron un
tamafio muy pequefio (< 40 um de longitud) (Figura 25A). Sin embargo, se corrobor6 que eran de
proteina ya que, al retirar la HSODC de la muestra, no se formo ningun cristal a lo largo de la placa.
Cabe resaltar que la Cad se usé como aditivo de cristalizacion, teniendo en cuenta que la enzima
en cuestion presenta un sitio de union a esta molécula (Dufe et al., 2007). Los aditivos pueden
influir significativamente en el proceso de cristalizacion y mejorar la calidad de los cristales
obtenidos. Por un lado, ayudan a superar las barreras termodinamicas y cinéticas asociadas con la
nucleacion, lo que acelera 'y mejora la formacion de los cristales. También pueden interactuar con

la proteina y estabilizar su estructura tridimensional, lo que previene su desnaturalizacion o
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agregacion durante la cristalizacion. Ademas, los aditivos pueden afectar la solubilidad de la
proteina y promover su precipitacion en forma de cristales. Al modificar las condiciones quimicas
del entorno, como la fuerza idnica, el pH o la concentracion de sales, los aditivos pueden
desencadenar la formacion de cristales al alcanzar la sobresaturacion.

Los controles realizados evidenciaron que la Sulf (10 mM) podia cristalizar por si misma
(Figuras 25B, C, D). Sin embargo, al reducir su concentracién a 1 mM dejé de cristalizar y se
favorecio el crecimiento de cristales de la HsODC (Figura 25E). Para reafirmar que estos ultimos
cristales eran de naturaleza proteica, se mezclaron con reactivo de Bradford, lo que provoco gue se
tifieran de color azul (Figura 25F) y confirmo la conclusion establecida anteriormente.

A pesar de su similitud morfoldgica, los cristales de compuestos de moléculas pequefias y los
cristales de proteinas presentan diferencias significativas en términos practicos. Los cristales de
moléculas pequefias se caracterizan por tener una estructura reticular sélida y ordenada, siendo
fisicamente robustos y faciles de manipular. Ademas, estos cristales pueden exponerse al aire sin
sufrir dafios, poseen propiedades Opticas fuertes y difractan los rayos X de manera intensa en
regiones del detector de alta resolucion. En contraste, los cristales de proteinas son generalmente
mas pequefios y blandos, lo que los hace propensos a desintegrarse facilmente. Estos cristales son
especialmente sensibles a la deshidratacion y pueden perder su estructura si se les permite secarse.
Ademas, exhiben propiedades dpticas débiles y presentan una difraccion pobre de los rayos X en
la region de detector de alta resolucion. También son altamente sensibles a cambios de temperatura
y pueden sufrir dafios extensos después de una exposicion prolongada a la radiacion.

Se llevo a cabo la optimizaciéon de las condiciones de cristalizacion tomando en cuenta la
composicion de la muestra establecida anteriormente y modificando el rango de concentraciones
de algunos de los componentes del LM. Teniendo en cuenta lo anterior, se redujeron de manera
consecutiva los rangos de concentraciones de PEG y de acetato de amonio (Figuras 26A-F), hasta
obtener cristales aislados y de un tamafio apropiado en casi todos los pocillos de la placa (Figuras
26G, H). Los cristales que se formaron en presencia de ACA, con el empleo de las condiciones
Optimas determinadas para Sulf, mostraron una morfologia muy similar, aunque de un menor
tamafo (Figura 27). Dufe y colaboradores en 2007 optimizaron la composicion de su LM hasta
obtener cristales individuales de HsODC con PEG 3.35K al 18 % (p/v), 200 mM de acetato de
amonio, 100 mM de tampdn Bis-Tris a pH 6.5 y una concentracion de proteina de 3 mg/mL. Por
su parte, Zhou y colaboradores en 2021 generaron cristales de ApoHsODC a partir de un LM
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formado por 100 mM de citrato trisédico a pH 5.0, éter monometilico de PEG al 30 %
(PEGmme550) y una concentracion de proteina de 16 mg/mL. Estos autores también obtuvieron
cristales de la enzima en presencia de su cofactor PLP y del inhibidor APA, y para ello utilizaron
un LM constituido por tacsimato al 2 % (p/v), 100 mM de citrato de sodio tribasico deshidratado a
pH 5.6, PEG 3.35K al 16 % (p/v) y la misma concentracion de proteina usada anteriormente.

Cuando se cristaliza una proteina para estudios de difraccion de rayos X, generalmente se busca
que la macromolécula también presente un alto grado de homogeneidad, con la finalidad de obtener
unos pocos cristales grandes, que tengan una alta calidad de difraccion. El grado de orden interno
de un cristal esta directamente relacionado con la extension de su patron de difraccion. Cuanto mas
amplio y resolutivo sea el patron de difraccion, mayor serd la uniformidad estructural de las
moléculas en el cristal y mas precisa sera su disposicion periodica. La resolucion alcanzada en la
determinacion de las posiciones atobmicas mediante el andlisis de la estructura cristalina esta
estrechamente ligada a este grado de orden cristalino. En comparacion con los cristales
convencionales que se difractan hasta su limite tedrico de resolucion, los cristales de proteinas
suelen generar patrones de difraccion de extensién mas limitada. Esto se debe a la presencia de
canales liquidos y cavidades llenas de disolvente que impregnan los cristales macromoleculares.
Estas caracteristicas son las principales responsables de la limitada resolucién en los patrones de
difraccién. Debido a los espacios relativamente grandes entre moléculas adyacentes y las fuerzas
reticulares débiles resultantes, no todas las moléculas en el cristal ocupan orientaciones y
posiciones exactamente equivalentes, sino que pueden variar ligeramente dentro o entre las celdas
unitarias. Ademas, debido a la complejidad estructural de las moléculas de proteinas y su potencial
para la dinamica conformacional, es posible que las moléculas en un cristal particular exhiban
pequefias variaciones en las cadenas polipeptidicas o en la disposicion de los grupos laterales de
una molécula a otra (McPherson y Gavira, 2014).

El proceso de cristalizacion de moléculas, incluyendo las proteinas, se lleva a cabo en dos etapas
distintas pero inseparables: nucleacion y crecimiento. La nucleacion representa la transicion de
fase de primer orden en la cual las moléculas pasan de un estado completamente desordenado a
uno ordenado. Esta etapa implica la formacion de agregados de proteinas parcialmente ordenados
o0 paracristalinos, conocidos como intermedios, que finalmente se convierten en ndcleos criticos
pequefios y completamente ordenados. Los nucleos criticos se deben considerar en términos de las

dimensiones moleculares, la sobresaturacion y la energia libre superficial del agregado molecular.
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Tanto la nucleacion como el crecimiento dependen de la sobresaturacion del LM, que impulsa
ambos procesos y determina su ocurrencia, extension y cinética. En el caso de la cristalizacion de
macromoléculas, es fundamental crear un estado sobresaturado, que es una condicién de no
equilibrio en la que una cantidad de macromolécula que supera el limite de solubilidad esta presente
en la solucidn bajo condiciones quimicas y fisicas especificas. La sobresaturacion se logra mediante
la introduccion de precipitantes suaves, como sales neutras o polimeros, y mediante la modulacion
de maultiples parametros, que engloban la temperatura, la fuerza ionica y el pH. Ademas, existen
otros factores determinantes en el proceso de cristalizacion que pueden influir en el estado
estructural de la macromolécula, tales como iones metalicos, inhibidores, cofactores y otras
pequefias moléculas. El equilibrio se establece a medida que se alcanza el limite de saturacion
mediante la formacion y el desarrollo de un estado sélido, como los cristales (McPherson y
Gavira, 2014).

La cristalizacion de proteinas presenta desafios adicionales en comparacion con la cristalizacion
de moléculas pequefias convencionales. En primer lugar, las proteinas pueden adoptar multiples
estados sélidos, como precipitados amorfos, aceites o geles, ademas de los cristales, y la formacién
de la mayoria de estos estados es favorecida cinéticamente. En segundo lugar, los cristales de
proteinas requieren niveles de sobresaturacion considerablemente méas altos para iniciar su
nucleacion o crecimiento, a menudo en rangos de dos o tres érdenes de magnitud superiores a los
necesarios para el crecimiento establecido (McPherson y Gavira, 2014). Por ultimo, la cinética
de la nucleacion y el crecimiento de los cristales de macromoléculas es significativamente mas
lenta, de dos a tres 6rdenes de magnitud, en comparacion con las moléculas pequefias
convencionales (Kuznetsov et al., 1995; Malkin et al., 1996). Esta diferencia se atribuye a su
mayor tamafio, menor difusividad y una tendencia de asociacion mas débil en comparacion con las
moléculas pequefias o los iones. Ademas, la incorporacién de una macromolécula en crecimiento
es menos probable debido a estas caracteristicas (Chernov, 2003; Vekilov y Chernov, 2003).

Los cristales de HsSODC que se generaron en presencia de Sulf/ACA (1 mM) se cosecharon
individualmente y se sometieron a ensayos de difraccion de rayos X en el difractémetro D8
VENTURE Bruker del departamento de Quimica del Cinvestav. Uno de los cristales probados
proporciono algunas imagenes, aunque la cantidad de puntos no fueron suficientes para determinar
los pardmetros de celda unitaria debido a la baja resolucion del cristal (Figura 28). También se
debe tener en cuenta que el difractometro que se utilizé tenia como fuente de rayos X un anodo de
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molibdeno (Mo), el cual produce una radiacion de alta resolucion, pero de baja energia, que no es
lo més idoneo para los cristales de proteinas. En los ensayos de difraccion de rayos X de cristales
de proteinas, el tipo de &nodo mas utilizado puede tener un impacto significativo en la calidad de
los datos obtenidos (Drenth, 2007). Entre los anodos comunmente utilizados, el &nodo de cobre
(Cu) es una opcion ampliamente preferida debido a sus caracteristicas y ventajas unicas. Por un
lado, el 4nodo de cobre emite una radiacion caracteristica de alta intensidad (Cu Ka), que es
especialmente adecuada para la difraccion de proteinas. Esta radiacion de baja resolucion
proporciona una sefial fuerte y constante, lo que resulta en una recoleccién de datos eficiente y
confiable. Otra ventaja importante del anodo de cobre es que puede proporcionar datos de
resolucion méaxima de 1.5 A. Al permitir una mayor resolucion espacial, el anodo de cobre
contribuye a revelar la disposicién precisa de los atomos en los cristales de la proteina de estudio.
Ademas, este &nodo posee una buena conductividad térmica, lo que permite una rapida disipacién
del calor que se genera durante los ensayos. Esto garantiza la integridad estructural de los cristales
y minimiza posibles efectos adversos. Por otra parte, el &nodo de cobre también ofrece ventajas
practicas, ya que es ampliamente disponible en los laboratorios de cristalografia de proteinas y su
costo es generalmente mas bajo en comparacion con otros anodos, como el de molibdeno. Esto lo
convierte en una opcién conveniente y accesible para la comunidad cientifica dedicada a la

cristalografia de rayos X (Su et al., 2015).
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El protocolo empleado para la purificacion de la HSODC permitio obtener un rendimiento de
3.63 £ 1.65 mg de proteina con un alto grado de pureza (93 %) a partir de 1 L de cultivo (190.35 +
13.63 mg de proteinas totales del clarificado celular), requeridos para generar cristales de esta

enzima en presencia de Sulf o ACA.

Las condiciones 6ptimas de cristalizacion para la HsSODC en presencia de Sulf fueron las
siguientes: un licor madre constituido por 100 mM de tampdn Bis-Tris pH: 6.5, 23 — 23.5% de
precipitante PEG 3.35K y acetato de amonio: 5 - 30 mM, y una muestra formada por la HsODC
(10 mg/mL), PLP (0.2 mM), Cad (25 mM) y Sulf (1 mM).

Se obtuvieron cristales de proteina con una longitud que vari6 entre los 80 y 140 um y un grosor
entre los 30 y 40 pm, siendo los cristales de HSODC en presencia de Sulf los de mayor tamaio
(100-140 pm). Sin embargo, no se pudo generar un set de datos con una cantidad de puntos de

difraccion suficientes para determinar los parametros de celda unitaria.
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10. PERSPECTIVAS

>

Modificar otros parametros que pueden influir en el proceso de cristalizacion, como la
concentracion de la proteina, el pH del tampon, la temperatura, el agente precipitante y las
concentraciones del cofactor y del aditivo utilizados.

Probar otras técnicas de cristalizacién, como la difusion de vapor en gota colgante y el
microbatch.

Obtener los datos de difraccion de los cristales de la HsSODC en el sincrotron de Stanford
(California).

Construir y refinar el modelo 3D de la HSODC en presencia de Sulf o ACA con el empleo de
la suite CCP4.
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