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Resumen La ornitina decarboxilasa (ODC) es una enzima inicial en la biosintesis de polia-
minas en muchos seres vivos, desde bacterias hasta células de mamiferos. Su
control se realiza a partir de una inhibicién por retroalimentacion mediante los
productos finales de la via. En hongos dimorfos, la actividad de ODC y la consi-
guiente concentracion de poliaminas estan relacionadas con el proceso morfo-
genético. Desde el hongo Schizosaccharomyces pombe hasta el hombre, las
poliaminas inducen la sintesis de una antizima que a su vez inactiva a la ODC.
Esta es hidrolizada por el proteasoma 26S en ausencia de ubicuitinas. El meca-
nismo de regulacion de las poliaminas por la antizima parece estar conservado,
aunque todavia no se ha podido identificar un homaélogo de la antizima en algu-
nas especies flngicas. Haremos una revision de los componentes que estan
involucrados en la regulacion de los niveles de las poliaminas intracelulares y
del estado actual de las investigaciones en relacion a la regulacion de la ODC
en hongos dimorfos. La degradacién de la ODC de los hongos reviste un interés
particular ya que se podrian explorar nuevas alternativas para el desarrollo de
drogas antifingicas.
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M echanisms of degradation of the fungal ornithine
decarboxylase

Summary Ornithine decarboxylase (ODC) is the first enzyme in polyamine biosynthesis in
numerous living organisms, from bacteria to mammalian cells. Its control is under
negative feedback regulation by the end products of the pathway. In dimorphic
fungi, ODC activity and therefore polyamine concentrations are related to the
morphogenetic process. From the fission yeast Schizosaccharomyces pombe to
human, polyamines induce antizyme synthesis which in turn inactivates ODC.
This is hydrolyzed by the 26S proteasome without ubiquitination. The regulatory
mechanism of antizyme on polyamines is conserved, although to date no antizy-
me homology has been identified in some fungal species. The components that
are responsible for regulating polyamine levels in cells and the current knowled-
ge of ODC regulation in dimorphic fungi are presented in this review. ODC
degradation is of particular interest because inhibitors of this pathway may lead
to the discovery of novel antifungal drugs.

Key words Dimorphism, Ornithine decarboxylase, Antizyme, Polyamines

El proteasoma 26Sy su relacién con la degradacion de
proteinas ubicuitinadas y, excepcionalmente, con
aquéllas no ubicuitinadas (or nitina decar boxilasa)

La regulacion de los procesos celulares puede ocu-
rrir no solo mediante la sintesis de proteinas especificas,
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La unidad basica del proteasoma 26S, el proteaso-
ma 20S, es una proteasa de 700 kDa, en forma cilindrica,
compuesta de cuatro anillos heptaméricos (Figura).
Contiene multiples centros cataliticos dentro de la cavidad
interna de los anill os, una topologia que secuestra los
sitios cataliticos de una accion a azar y permite una regu-
lacién apropiada de su capacidad enzimatica. Las 28 subu-
nidades de los anillos en procariotas representan dos
productos génicos homélogos (a y b), cada uno presentes
en 14 copias, siendo los dos anillos externos compuestos
por siete subunidades a cada uno y los dos internos, por
siete subunidades b cada uno [1]. En el caso de eucariotas,
|as siete subunidades de cada anillo se originan en siete
genes distintos, aunque igualmente se agrupan en dos ani-
llostipo a y dostipo b. Tres de las siete subunidades b en
el proteasoma eucari6tico son presuntos sitios de catdlisis,
cuyas actividades se orientan principal mente a acciones
similares a las de quimotripsinay tripsing, asi como a una
actividad hidrolitica de residuos glutamil [1]. En ciertos
casos, las proteinas no son degradadas directamente por €l
proteasoma 20S sino que se requiere de una proteina adi-
ciona (PA700 o complgjo 19S), también de 700 kDa de
peso molecular, un complejo que se une de manera coope-
rativa a uno o ambos anillos terminales del proteasoma
20S, para conformar €l proteasoma 26S, de 2,1 x 10° kDa,
gue requiere de la hidrélisis de ATP, una funcidn inheren-
te a PA700 (Figura) [1-5]. En levaduras, PA700 se separa
en dos subcomplejos: la base que consiste de seis
ATPasas y tres proteinas adicionales y una unidad que
sirve de cubierta. Una de las principales funciones de este
compleo es reconocer proteinas ubicuitinadas y otros sus-
tratos del proteasoma; otra funcion eslade crear unacom-
puertaen € anillo a atravésdel cual, los sustratos pueden
ser insertados en la cAmara interna proteolitica, previo
desdoblamiento de la cadena polipeptidica

Excepcionalmente el proteasoma puede reconocer
y degradar sustratos no conjugados al sistema de ubicuiti-
nas. Una de tales excepciones es la enzima ornitina decar-
boxilasa (ODC), que cataliza el primer paso de la ruta
biosintética de las poliaminas [6]. Tanto su sintesis como
su degradacion estan altamente reguladas. Cémo hace el
proteasoma 26S para reconocer tal proteina no ubicuitina-
da como sustrato a ser degradado, es una de las preguntas
gue intentaremos responder en esta revision.

LaODC eslaenzimainicia en € proceso de sinte-
sis de poliaminas, a partir de la decarboxilacién de la orni -
tina, produciendo putrescina, espermidinay espermina,
ésta Ultima rara vez encontrada en hongos [7]. Como
puede esperarse de su naturaleza policatiénica, su tamafio
pequefio y su habilidad para neutralizar cargas negativas
localmente, las poliaminas juegan importantes roles en
procesos diversos en eucariotas, tales como funcionamien-
to de los canales i6nicos, empaquetamiento de acidos
nucleicos, replicacion del ADN, apoptosis, transcripcion y
traduccion [7,8], razones por las cuales hay un gran inte-
rés en estudiar las poliaminas y sus mecanismos de regu-
lacion.

La ODC en € proceso de morfogénesis fungica

El dimorfismo flngico es un fenémeno complejo
en el que participan numerosas variables. Hasta la fecha
se han estudiado diversos eventos bioguimicos y molecu-
lares que se modifican durante latransicién. Entre ellos,
hay datos que demuestran que en Mucorales, la actividad
de ODC es poca en levaduras (L) y esporas, aumentando
significativamente durante la transicion hacia la fase
micelial (M), con el consiguiente incremento en los nive-
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les de poliaminas [ 7]. Resultados similares han sido repor--
tados para Yarrowia lipolytica, Ustilago maydis y
Candida albicans [9-12]. Por el contrario, en
Paracoccidioides brasiliensis, hongo dimorfo causante de
la micosis sistémica més frecuente en América Latina, €
crecimiento de lafase L y su conversion de M a L estan
correlacionados con un aumento en los niveles de ODC y
de poliaminas. Estos efectos sugieren que la actividad de
ODC esta asociada con el proceso de gemacion de las
levaduras [13,14]. El gen PbrODC, que codifica para
ODC en P. brasiliensis, contiene un marco de lectura
abierto (ORF) de 1413 bp con un Unico intron (72 bp), y
codifica para una proteina de 447 aminoacidos con un
peso molecular estimado de 50 kDa, un punto isoel éctrico
de 4,9 y una alta similitud con otras ODCs fangicas. La
funcionalidad de este gen se demostro por transformacion
en una mutante odc nula de Saccharomyces cerevisiae. La
expresion de PbrODC permanecié constante en todos los
estadios del crecimiento del hongo y no mantuvo correla
cion con los incrementos observados anteriormen-
te [13,14] al inicio del proceso de gemacion de levaduras
ni en el proceso de transicion de micelio alevadura. Detal
manera que se ha propuesto una regulacion post-transcrip-
cional para el producto del gen PbrODC [Nifio-Vega et
al., datosinéditos].

No hay informacién sobre la existenciay funciona-
miento de un sistema de proteasoma 26S en P. brasi -
liensissimilar al descrito en levaduras [1]. No obstante, un
andlisis preliminar de secuencias del genoma de P. brasi -
liensis [15], permitié identificar unaregion de 1265 pb,
gue presentaba 50,6 % de identidad en aminoacidos con la
subunidad reguladora Rpn2p del proteasoma humano, e
identidades de 50,4%, 49,9%, 47% 'y 42,8% con subunida-
des homdlogas en Drosophila melanogaster, Rattus nor -
vegicus, Schizosaccharomyces pombe y S. cerevisiae,
respectivamente.

Inhibicién dela ODC por la antizima

El descubrimiento de la antizima se remonta a afio
1976, cuando Canellakis et al. [16,17] identificaron una
proteina de 26,5 kDa que inducida por las poliaminas,
tenia la facultad de inhibir la ODC en €l higado de ratay
algunas lineas de cultivos celulares [18]. A principios de
los afios noventa, se demostrd con preparaciones de prote-
asomas aidados, que la antizima estimula la degradacion
de la ODC mediante la accion del proteasoma 26S en un
proceso dependiente de ATP [19]. Las antizimas estan
altamente conservadas alo largo de la escala evolutiva. Se
ha detectado la presencia de genes homdlogos a las antizi-
mas humanas desde organismos inferiores como levaduras
(S pombe) y moscas (D. melanogaster) hasta mamiferos.
Hasta hoy han sido identificados por lo menos tres miem-
bros de lafamilia de antizimas en humanos: las denomina-
dasAZ1, AZ2, AZ3[20,21].

La primera antizima descrita en un eucariota infe-
rior fue identificada en €l hongo S. pombe mediante una
busqueda de secuencias de ADN que codifican para
secuencias proteicas homologas a la antizima de D. mela -
nogaster y ala antizima 1 de humano [22]. Lafuncionali-
dad de este gen se demostr6 mediante ensayos de
actividad enzimética [23]. Posteriormente, Chattopadhyay
et al. [24] evidenciaron que la antizima de S. pombe esta-
ba involucrada en la regulacion de la degradacion de la
ODC, al igual que en mamiferos. Se han identificado
genes homalogos de la antizima en Schizosaccharomyces
octosporus, Schizosaccharomyces japonicus, Botryotinia
fuckeliana, Emericella nidulans y Pneumocystis cari -
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nii [22]. Estas antizimas presentan homologia limitada a
otras secuencias previamente conocidas (de 10 a 20 % de
identidad en la secuencia de aminoacidos), hecho que
reflgja una divergencia sustancial en términos evolutivos
(alrededor de mil millones de afios) y una relacion relati-
vamente elevada de evolucion de dicha proteina. Sin
embargo, existen algunas regiones mucho més conserva-
das, en particular las que estan comprendidas entre los
aminoacidos 159-167 y 192-196 correspondientes a la
antizima 1 de humano [22].

Hasta ahora no se ha podido evidenciar la existen-
cia de un mecanismo de control de la ODC en hongos
dimorfos similar a de la antizima de mamiferos [12,25,
Nifio-Vega et al., datos inéditos]. Sin embargo, estudios
recientes en S cerevisiae [26] indican que la relacién de
degradacién de ODC aumenta en presencia de espermidi-
nay que lacicloheximidano interfiere con la capturade la
poliamina. Esto sugiere €l requerimiento de nueva sintesis
de proteinaen S. cerevisiae que, por lo tanto, utilizaun
sistemasimilar a de la antizima descrita en otros sistemas
biol 6gicos para la degradacién de ODC, en un proceso
independiente de ubicuitina [27]. En Coccidioides immitis
se ha sugerido que la regulacion de la actividad de ODC
ocurriria por otra via ya que no se detecto la presencia de
secuencias PEST (prolina, &cido glutéamico, serina, treoni-
na), caracteristica de otras ODCsy de lamayoria de prote-
inas con alta tasa de recambio [28].

Un aspecto muy interesante en el control de la
sintesis de antizima est4 relacionado con el mecanismo de
desplazamiento en un nucledtido especifico, por parte de
los ribosomas, al procederse a la lectura del marco del
ARNmM correspondiente, fendmeno conocido como cam-
bio de marco de lectura o frameshifting. L os eucariotas
han desarrollado un mecanismo autorregulador por medio
del cual laeficienciaen el cambio del marco de lectura en
+1 nucledtido es usado como sensor del nivel de poliami-
nas. Tal desplazamiento frameshifting ocurre en la traduc-
cion del ARNm de la antizima de ODC [22]. Los estudios
pioneros con la antizima de mamiferos indicaron que ésta
esté& decodificada a partir de dos marcos de lectura abier-
tos (ORFs) parcialmente sobrepuestos (Figura) [22,23].
Un ORF1 muy corto que contiene un codén de iniciacion
es seguido de un ORF2 més largo y carente de dicho
codon. Latraduccion seiniciaentonces en el codén deini-
ciacion ubicado en ORF1 y luego se produce el cambio de
marco de lectura en +1 en la zona sobrepuesta de ORF1 y
ORF2, €l cua es necesario para continuar la sintesis de la
antizima funcional. El sitio de desplazamiento en los
ORF1y ORF2 es UCCUGA, donde la translocacion del
cuadruplete ocurre en la zona subrayada, para desplazarse
al marco +1, inmediatamente antes del codon de termina-
cion UGA del marco inicial. Para que este desplazamiento
tenga una eficiencia de 20% 0 més, es importante que la
base 3' del cuadruplete sea la primera base del codon de
terminacion de ORF1, caracteristica que comparten S.
pombe y mamiferos [23]. Las poliaminas, producto de la
funcién de ODC, estimulan la €eficiencia en la sintesis de
antizima al incrementar la eficiencia del desplazamiento
+1 indispensable en este proceso. De esta forma se cierra
un circuito autorregulatorio en el cual la antizima regula
los niveles de poliaminas a destruir la ODC, mientras que
|a etapa de elongacion traduccional de su sintesis es un
sensor que gjusta rapidamente la expresion de la antizima
en respuesta a las fluctuaciones en los niveles de poliami-
nas. Lainduccion del desplazamiento +1 parece estar
mediada directamente por la maquinaria traduccio-
nal [22,23].

En la secuencia polipeptidica propiamente dicha de
la antizima de ratdn, el extremo C-terminal (aa 106-212

del ortélogo humano) es suficiente parael enlaceaODCy
esencial paralainhibicion de la funcion transportadora de
poliaminas en la antizima. Esta es la region mas conserva
da. Unaregién adyacente (aa 55-105) es necesaria para la
desestabilizacion de la ODC. Esta funcion esta relaciona
da con la caracteristica dimérica de la ODC, en su forma
activa, que no es reconocida por la antizima y su desdo-
blamiento en dos subunidades monoméricas, cada una de
las cuales tiene una alta afinidad con una molécula de
antizima para crear heterodimeros antizima:ODC, que
carecen de actividad enzimética y dirigen cataliticamente
la degradacion de la ODC hacia el proteasoma 26S
(Figura). En consecuencia, € enlace de la antizima a una
subunidad ODC no sblo previene la reasociaciéon de uni-
dades inactivas sino también causa un cambio conforma-
cional de la subunidad que deriva en una exposicién de la
regién C-termina de laODC a ataque hidrolitico del pro-
teasoma 26S. En ese momento, la molécula de antizima es
liberaday reciclada para desestabilizar otra subunidad
monomérica de ODC [22].

Conclusion y per spectivas

L os avances producidos en la comprensién de la
degradacién de la ornitina decarboxilasa han sido especta-
culares en los Ultimos 10 afios. El control de las poliami-
nas celulares mediante la sintesis rapida de la antizima 'y
la protedlisis de la ODC por €l proteasoma constituye un
mecanismo Unico de regulacion enzimética de inhibicion
por retroalimentacion. El proteasoma ha sido el blanco del
desarrollo de agentes terapeliticos en el tratamiento o la
prevencion de varias enfermedades [29]. En este sentido,
algunos inhibidores del proteasoma podrian ser drogas
potenciales en la lucha contra el parésito Trypanosoma
brucei [30]. Es posible que este mecanismo también esté
involucrado en los procesos de patogenicidad fungica, por
lo que el estudio de la regulacién y bloqueo selectivo de
las subunidades cataliticas del proteasomay de todo el
mecanismo de control de la sintesis y regulacion de ODC
podria tener implicaciones terapéuticas futuras, como de
hecho ya ocurre en T. brucei. El conocimiento de la
estructura cristalina de este complejo [31] puede ser de
gran ayuda en este campo.
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