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DESCRIPCION

Procedimiento para ensayar la actividad acetiladora de amantadina de la espermina/espermidina N'-acetiltransfe-
rasa (SSAT).

Campo de la invencion

Esta invencién se refiere a un procedimiento para ensayar la actividad de la enzima espermidina/espermina N'-
acetiltransferasa (SSAT) usando un sustrato de la SSAT detectando las formas acetiladas del sustrato de la SSAT. El
sustrato de la SSAT es la amantadina, en el que el metabolismo de la amantadina se produce en parte por accién de la
enzima inducible SSAT para producir el metabolito acetilado M-acetilamantadina.

Antecedentes de la invencion

La amantadina se sintetizé por primera vez en los laboratorios Du Pont en 1960 (Davies y col., 1964) y tiene una
estructura alifética policiclica tnica, con una amina primaria aquiral que hace que sea una base débil (pKa = 10,1). A
pH fisiolégico, existe principalmente en forma catiénica. La amantadina se ha usado como un adyuvante en el alivio
sintomdtico de la enfermedad de Parkinson y para la profilaxis y tratamiento de la infeccién por el virus influenza A,
las dos indicaciones clinicas aprobadas para la adamantina en Canada.

La primera publicacion que se dirigia al metabolismo de la amantadina era de Bleidner y col. Exponian que no
habia pruebas de las formas acetiladas o metiladas de la amantadina en la orina humana u otros picos extrafios que se
pudieran atribuir a metabolitos del farmaco (Bleidner y col., 1965). Este criterio se aceptd y formo la base de opinién
relativa al metabolismo de la amantadina y la suposicion de que la absorcién oral incompleta podia dar cuenta de
parte de la dosis no recuperada. Mas recientemente, las pruebas han indicado que la amantadina es acetilada por una
acetiltransferasa especifica.

Metabolismo de la amantadina

Koppel y Tenczer (1985) proporcionaron la primera prueba de la disposicién metabdlica de la amantadina en seres
humanos. Estos investigadores publicaron que de 5 a 15% de la dosis administrada (200 mg) se recuperaba en la
orina como acetilamantadina en tres voluntarios varones jovenes sanos. Ademads, publicaron la existencia de otros
metabolitos minoritarios, que no fueron cuantificados. Sugerian que otras rutas metabdlicas minoritarias podian estar
implicadas en la N-metilacion, formacion de bases de Schiff y N-formiatos. No habia pruebas de la oxidacién del
anillo de adamantano (Koppel y Tenczer, 1985). Esta observacién fue ampliada por Sitar y col., cuando publicaron
que la acetilacién de la amantadina no se correlacionaba con el fenotipo acetilador de la N-acetiltransferasa 2 (NAT?2).
Esta observacion sugeria, que la NAT2 no era la enzima acetiltransferasa que catalizaba esta reaccién de conjugacioén
(Sitar y col., 1991). Ademas, Bras y col. (1998) publicaron que la acetilacién de la amantadina podia ser efectuada por
acetiltransferasas distintas de la N-acetiltransferasa 1 (NAT1) o la NAT2.

Espermidina/espermina acetiltransferasa (SSAT)

La espermidina/espermina N'-acetiltransferasa (SSAT) estd distribuida de forma ubicua en los tejidos de mamiferos
y tiene una funcién en el catabolismo y eliminacién de poliaminas de las células (Cohen, 1998; Morgan, 1998). Sin
embargo, en los tejidos de mamiferos normales o no inducidos, la SSAT estd presente en niveles muy bajos (Casero
y Pegg, 1993; Cohen, 1998). La SSAT es una enzima inducible que cataliza la transferencia de un grupo acetilo
de la acetil-coenzima A al resto aminopropilo de poliaminas. Esta accién de la SSAT facilita la degradacién de la
poliamina, excrecidn, ciclacién y/o ciclacién intracelular (Casero y Pegg, 1993). De esta forma la SSAT participa en
el mantenimiento de la homeostasis de poliaminas en células de mamiferos.

Regulacion de la SSAT

La induccién de la SSAT puede ser causada por diferentes farmacos, factores de crecimiento, poliaminas, andlogos
de poliaminas, sustancias toxicas, hormonas y estimulos fisioldgicos (Casero y Pegg, 1993). Todos podrian causar la
induccioén, pero la induccién se produce en diferentes tiempos para cada compuesto individual. La regulacién de la
expresion de la SSAT se produce a los niveles de la transcripcion, estabilidad del ARNm, traduccién del ARNm y
estabilidad de la proteina (Fogel-Petrovic y col., 1997).

El gen de la SSAT contiene un elemento sensible a poliamina situado en una regién que estd en -1522 a -1492 con
respecto al sitio de inicio de la transcripcién de SSAT (Wang y col., 1998). En esta secuencia de 31 pares de bases,
el elemento de respuesta a poliamina se identificé como una secuencia de 9 pares de bases. El elemento de respuesta
a poliamina media la induccién de transcripcién de la SSAT por el andlogo de poliamina N',N'2-bis(etil)espermina o
poliaminas naturales (Wang y col., 1998).

La SSAT, la enzima limitante de la velocidad en la ruta catabdlica, tiene una funcién reguladora en el mantenimien-
to de la homeostasis de espermidina y espermina. Se ha calculado que estdn presentes menos de 1000 moléculas de
SSAT en un hepatocito de rata, comparado con 60.000 moléculas en una célula inducida (Matsui y, Pegg, 1981; Pegg y
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col., 1982). La induccidn de tejidos de mamiferos por diferentes inductores puede dar como resultado niveles elevados
de SSAT que a su vez pueden servir como un potencial acetilador de compuestos que contienen amina primaria.

La induccién o sobreexpresién de SSAT normalmente es necesaria para que haya presente suficiente enzima SSAT
en las células o el liquido sobrenadante de 100.000 x g, antes de que se puedan llevar a cabo satisfactoriamente
experimentos in vitro (Casero y Pegg, 1993; Fogel-Petrovic y col., 1997; Matsui y Pegg, 1980; Pietilla y col., 1997).

Por lo tanto, aunque la bibliografia ensefia que la SSAT es una enzima de acetilacion especifica para sustratos
que incluyen la espermina y la espermidina o sus andlogos, no se entendido la actividad de la SSAT, la cinética
enzimdtica de la SSAT y la metodologia de ensayo para sustratos de la SSAT no espermina/espermidina. Existen
procedimientos actuales para cuantificar la actividad de la SSAT, sin embargo, estas técnicas dependen de personal muy
experto e implican procedimientos experimentales complicados. Mds especificamente, es necesaria una metodologia
de ensayo que cuantifique la actividad de SSAT por la deteccidon de formas acetiladas de sustratos de la SSAT no
espermina/espermidina, incluyendo la amantadina que se puede usar para detectar diferentes afecciones patoldgicas.

Resumen de la invencion

De acuerdo con la invencién, se proporciona un procedimiento para determinar la actividad de la espermidi-
na/espermina N'-acetiltransferasa (SSAT) en un mamifero, que comprende la etapa de ensayar en una muestra ob-
tenida del mamifero el nivel de una forma acetilada de un sustrato de la SSAT no espermina/espermidina en la muestra
y en el que el sustrato de la SSAT es la amantadina y la forma acetilada de un sustrato de la SSAT es la acetiladaman-
tina. El procedimiento puede incluir incubar el sustrato de la SSAT con el mamifero o tejido o células de mamifero
con un nivel de dosificacién de sustrato de la SSAT especifico, preferiblemente en el intervalo de 1-4 mg/kg y mas
preferiblemente 3 mg/kg. Las muestras que se van a ensayar pueden ser muestras de orina y/o sangre del mamifero
que se pueden recoger a las 2-24 h después de incubacién del sustrato y preferiblemente a las 8 horas después de
incubacion.

El nivel relativo del sustrato de la SSAT no espermina/espermidina en la muestra preferiblemente se correlaciona
con una curva patrén que representa los niveles de actividad conocidos, y se puede ensayar mediante una variedad de
técnicas que incluyen, pero no se limitan a cromatografia de gases, radiomarcaje, espectrometria de masas, cromato-
grafia liquida de alto rendimiento (HPLC) y cromatografia de capa fina.

En otra realizacién de la invencidn, el procedimiento de ensayo se usa para correlacionar la actividad de la SSAT
con afecciones patoldgicas en el mamifero, que incluyen carcinoma géstrico, cdncer de ovario, leucemia mieloide
aguda, linfoma, cancer de pecho, cancer renal, cancer colorrectal, cidncer de préstata o consumo de alcohol.

Breve descripcion de los dibujos
La invencién se describe con referencia a los dibujos en los que:

La Figura 1 representa la disposicién metabdlica de la amantadina (adaptado de Koppel y Tenczer (1985)). 1.
Amantadina, 2. N-acetilamantadina (metabolito mayoritario), 3. N-metilamantadina, 4. N,N'-dimetilamantadina, 5.
N-metilenamantadina, 6. N-formilamantadina, 7. y 8. posible oxidacién por pasos de la N-dimetilamantadina (4), 9.
N-etilidenamantadina, 10. acetato de 1-adamantol.

La Figura 2 es una grafica de la excrecidn urinaria de acetilamantadina de ratones transgénicos que sobreexpresan
la SSAT y alos que se ha inyectado amantadina. HCI (3 mg/kg). Los ratones no transgénicos de control que sufren los
mismos procedimientos no excretaban acetilamantadina en su orina. Los valores indicados son la media + E.T. de 4
experimentos separados.

La Figura 3 es una grafica representativa de V frente a S que demuestra la acetilacién de la espermidina por
el liquido sobrenadante de 100.000 x g de higado de ratén transgénico que contiene SSAT con K,, aparente = 263
UM y V.. = 0,010 nmol/min/mg de proteina (r* = 0,99). La adicién de una concentracién terapéutica (2,5 uM) de
amantadina (A) produce la inhibicion de la acetilacion de la espermidina y un aumento de la K, aparente a 542 uM y
de V4 2 0,014 nmol/min/mg de proteina (1> = 0,99).

La figura 4 es una gréfica representativa de la inhibicién de la produccién de acetilespermidina por concentra-
ciones crecientes de amantadina en presencia de espermidina 50 uM. La acetilacién de la espermidina es inhibida
completamente por amantadina 10.000 uM.

La Figura 5A es una grafica de Dixon representativa de 1/v frente a [I], que muestra la inhibicién de la produccién
de acetilespermidina por concentraciones [I] crecientes de amantadina en presencia de espermidina 50 uM y 200 uM.
La interseccién de las dos lineas a la izquierda del eje y, y por encima del eje x negativo indica que la inhibicién podria
ser competitiva o inhibicién mixta.

La Figura 5B es una grafica de Cornish-Bowden representativa de S/v frente a [I] de los mismos datos mostrados
en la Figura 5A. Las dos lineas paralelas en la grafica indican inhibicién competitiva.
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Descripcion detallada de la invencion

De acuerdo con la invencién y con referencia a las figuras, se describe un procedimiento para ensayar la actividad
de la SSAT para modelos in vitro e in vivo.

Experimentos

Se llevaron a cabo experimentos para determinar si la SSAT es una enzima responsable de la acetilacién de la
amantadina.

Estudios con animales transgénicos

Se generaron ratones transgénicos CD2F1 que sobreexpresaban la espermidina/espermina N'-acetiltransferasa
(SSAT) en el A.L Virtanen Institute for Molecular Sciences (University of Kuopio, Kuopio, Finlandia). La cons-
truccién transgénica para estos ratones era de una secuencia gendmica aislada de la biblioteca gendémica de ratén
129 SVJ como se ha descrito previamente (Marko Pietild y col., 1997). Los ratones transgénicos se reprodujeron y
se mantuvieron en el Grace Cancer Drug Center (Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, New York). Los ratones no
transgénicos CD2F1 se obtuvieron de Charles River Laboratories (St. Cinstant, Quebec, Canada).

Experimentos in vivo

Se inyect6 a ratones CD2F1 tanto transgénicos como no transgénicos por via subcutdnea una dosis de 3 mg/kg de
amantadina-HCI (0,5 mg/ml). La solucién madre de amantadina para inyeccién se preparé disolviendo la amantadina-
HCl en solucién salina normal para inyeccién. Después, la solucidn se filtré en un vial estéril usando un filtro de 0,22 p
GV Millex (Millipore Canada, Ontario) y se almacend a 4°C. Los ratones se pusieron en jaulas metabdlicas separadas.
Se recogi6 la orina total y se lavo de los lados de las jaulas metabdlicas con DDW a las 3, 6, 9 y 24 h después de la
inyeccion de farmaco. La orina se congeld a -20°C hasta que se analizé la acetilamantadina.

Cromatografia de gas-liquido modificada

La acetilamantadina se cuantificé por cromatografia de gas liquido como se ha descrito previamente (Bras y col.,
1998), y se modificé para mejorar la sensibilidad. Los procedimientos modificados usaban extraccion en fase sélida
como sigue: se cebaron tubos Supelclean™ ENVI™-18 SP, 3 ml (Supelco, Bellafonte, PA) con 2 ml de metanol y
2 ml de DDW, seguido de 2 ml de tampén de fosfato sédico 0,2 M pH 7,4. Las muestras de orina de ratén de 1,0
ml se mezclaron con 50 ul de acetanilida (5 mg/ml, disuelta en DDW) como patrén interno y 1,0 ml de tamp6n. Las
muestras se cargaron en las columnas y se dejé que permearan. Las columnas se lavaron con 2 ml de tamp6n de fosfato
sdédico 0,2 M seguido de dos lavados de 2,5 ml de DDDW. El exceso de agua se separé a baja presion. La columna se
eluy6 con 2 ml de acetato de etilo para extraer la acetilamantadina y el patrén interno, y se evapord con una corriente
de nitrégeno a sequedad en una campana extractora de humos a temperatura ambiente. El residuo se reconstituyé con
tolueno (35 ul), se dejé reposar durante 30 min, y se mezclé durante 2 min. Las muestras (1 x) del residuo reconstituido
se inyectaron en un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard modelo 5890 serie II usando helio como gas vehiculo y
una columna capilar de pelicula fina Hewlett Packard de alto rendimiento (goma de metil-silicona reticulada) de 25
m x 0,2 mm x 0,3 um. La temperatura del detector era 250°C, la del puerto de inyeccién 250°C y la temperatura del
horno se programé de modo que la temperatura inicial era de 150°C durante 2 min, y después aumentaba 10°C/min
a 200°C y se mantenia durante 1 min, aumentaba 70°C/min hasta 240°C y se mantenia durante 15 min. Se usé un
detector especifico de nitrégeno.

Las curvas patrén para la acetilamantadina se obtuvieron del blanco de orina (diluida 1:10) con DDW o de plasma
(para estudios de metabolismo subcelular), a los que se afiadieron cantidades conocidas de acetilamantadina. El inter-
valo de concentracién de las curvas de calibracién tanto para la orina como para el plasma eran de 6,25 - 800 ng/ml.
Los ensayos de plasma y orina para cuantificar la acetilamantadina se llevaron a cabo por duplicado. Los duplicados
que diferian en mas de 10% se volvieron a analizar. Las muestras de orina fuera del intervalo de calibracion se diluye-
ron y se volvieron a analizar. En la orina r* era 0,99 y C.V. = 10% (n = 6). En el plasma, r* era 0,98 y C.V. = 16% (n =
3) alo largo de un periodo de 11 meses.

Se pueden incorpqrar otros procedimientos de ensayo para medir los niveles de acetilamantadina como puede
entender el experto en la materia, incluyendo el radiomarcaje, espectrometria de masas, cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) y cromatografia de capa fina.

Preparacion de la enzima

Se anestesiaron ratones CD2F1 macho transgénicos y no transgénicos que pesaban 25 a 38 g, con pentobarbital
sédico (200 mg/kg) inyectado por via intraperitoneal. Se llevo a cabo una laparotomia mediante la cual se sacrificaron
los ratones seccionando la aorta, y se sacé inmediatamente el higado y se puso en tampén de Tris enfriado con hielo
que contenia sacarosa 0,25 M, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5 (pH ajustado usando NaOH)), KC1 25 mM, MgCl, 5 mM y
se modific6 para incluir EDTA 1 mM y DTT 2,5 mM para mejorar la estabilidad enzimdtica en la homogeneizacién
del higado. El higado se secé con papel secante, se pesd y se picd fino con un cortador de tejidos (Mickle Lab.
Engineering Co. Ltd., Gomshall, Surrey, Reino Unido) a 4°C. El tejido picado se puso en dos volimenes de tampén
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de Tris y se homogeneiz6 usando un homogenizador Polytron (Kinematica GMBH, Lucerne, Suiza) durante 2 min
con un ajuste de la potencia a 6. El homogeneizado se centrifugé a 100.000 x g durante 1 h a 4°C (ultracentrifuga
refrigerada automatica Beckman L8-80M, con rotor de centrifuga T80) y el liquido sobrenadante sirvié como fuente
de espermidina/espermina N'-acetiltransferasa (SSAT). La proteina del liquido sobrenadante se determiné usando un
procedimiento con reactivo de Biuret, como sigue: se mezclaron 30 ul de liquido sobrenadante con 120 ul de DDW
y 600 ul de reactivo de Biuret, proporcionando una dilucién de cinco veces del liquido sobrenadante, y se compard
con una curva patrén construida usando albimina de suero bovino cristalina con un intervalo de concentraciones
entre 1 y 10 mg/ml. Se dej6 que se desarrollara el color durante 30 min y después se ley6 en un espectrofotémetro
a una longitud de onda de 540 nm (Pharmacia Biotech Ultraspec 4000, Pharmacia Biotech (Biochrom) Ltd., Milton
Road, Cambridge, Reino Unido). La dilucién del liquido sobrenadante era necesaria para prevenir que el tampdn de
homogeneizacion de Tris interfiriera con el ensayo de Biuret. Para confirmar que no se producia interferencia, se llevé
a cabo un experimento en el que la albimina de suero bovino se mezclé con tamp6n de homogeneizacién de Tris o
agua para dar la misma concentraciéon de proteina (10 mg/ml). La mezcla de albimina de suero bovino y tamp6n de
Tris se diluy6 5x como se ha descrito antes y se compar6 con la albimina mezclada con agua después de mezclar con
reactivo de Biuret y se dejé que revelar durante 30 min. Los resultados eran idénticos para ambos (no se muestran los
datos), lo que indicaba que este procedimiento proporcionaba resultados sin interferencia del tampén de Tris.

Procedimientos de ensayo de acetilacion de espermidina

Los ensayos de acetilacién de espermidina se completaron midiendo la incorporacion de radiactividad de [acetil-1-
14C]-acetil-CoA como sigue: se prepararon tubos por triplicado por adicion de 20 u de espermidina disuelta en tampén
de Tris-HCI de modo que las concentraciones en un volumen final de incubacién de 100 ul eran entre 50 y 1000
UM para la espermidina, y Tris-HC1 100 mM, pH 7,8 a 37°C (pH ajustado con NaOH). Se afiadi6 a los tubos una
solucién (20 ul) que contenia 40 nCi de [acetil-1-"*C]-acetil-CoA disuelta en DDW. El liquido sobrenadante se ajusté
con tampo6n de Tris para dar una concentracion de proteina en el medio de incubacién de 1 mg/ml en un volumen
final de incubacién de 100 ul. Se prepararon blancos de ensayo en ausencia de espermidina. El ensayo se inici6 con la
adicién de liquido sobrenadante de 100.000 x g (60 u1) a los tubos y se incubaron durante 10 min en un bafio de agua a
37°C con agitacioén (80 oscilaciones/min) en un incubador Haake SWB 20 (Fisons Instruments, Haake Mess-Technik
GmbH, Karisrutte, Alemania). La reaccion se termind por adicién de 20 ul de solucién acuosa enfriada con hielo de
hidroxilamina-HCI 1 M; los tubos se mezclaron brevemente con un mezclador. de tipo vortical, y se pusieron sobre
hielo. Después la mezcla de reaccidn se puso en un bafio de agua hirviendo durante 3 min. Los tubos se centrifugaron
a 12.000 x g durante 3 min para sedimentar la proteina (microcentrifuga Fisher Scientific modelo 235c). Se aplicé
una parte alicuota del liquido sobrenadante resultante de la incubacién (50 ul) y se dejé que permeara en discos de
papel de fosfato de celulosa de 2,5 cm (Whatman, P-81, Whatman International Ltd., Maidstone, Reino Unido) que
previamente se habia humedecido con DDW y se pusieron en una caja de vacio. Se aplicé presion negativa y los discos
se lavaron 5 veces con DDW, seguido de tres veces con 1,0 ml de etanol al 95% en v/v. Los discos secados se pusieron
en viales de centelleo que contenian 4 ml de liquido de centelleo Ready Safe (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA)
y se hizo el recuento en un contador de centelleo Beckman modelo LS6000TA (Beckman Instruments Inc., Fullerton,
CA). Para determinar la, actividad de SSAT, se rest6 la radiactividad no especifica de los blancos de la radiactividad
total de las muestras que contenian la espermidina afiadida.

Estudios de inhibicion

La inhibicién de la acetilacién de la espermidina por la SSAT se determind por la adicién de amantadina, 1 a
10.000 uM, a concentraciones fijadas de espermidina, de 50 a 80 uM. Se anadieron el sustrato selectivo de NAT1
PABA con un intervalo de concentraciones de 200, 500 y 1000 tM o el sustrato selectivo de NAT2 SMZ con un
intervalo de 200, 500 y 700 uM a tubos que contenian espermidina (200 uM) y los reactivos de acetilacién descritos
antes. Se disolvieron el PABA y la SMZ en solucién de tampén de Tris-HCI con DMSO al 4%. E1 PABA y la SMZ se
disolvieron primero en DMSO al 100% y después se diluyeron usando tampén de Tris-HCI a la concentracién deseada
de los sustratos; la concentracién final de DMSO dependia del volumen de tampén usado para la dilucién. Para estar
seguros de que el DMSO no interferia con la SSAT, se llevaron a cabo simultdneamente dos controles que contenian
espermidina 200 uM disuelta en tampdn de Tris-HCI con y sin DMSO. Se cuantificé la acetilacién de la espermidina
como se ha descrito antes. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

Ensayo de acetilacion de la amantadina in vitro

La amantadina se incub6 con liquido sobrenadante de 100.000 x g de higado de rat6n transgénico como fuente de
SSAT. Se us6 un sistema de regeneracion de acetil-CoA como fuente de acetato (Andres y col., 1985). El ensayo se
llevé a cabo en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml. El tamp6én de ensayo contenia Tris-HCI 225 mM, EDTA 4,5 mM
y DTT 4,5 mM (pH 7,5 a 37°C). En resumen, se afiadieron a los tubos 100 ul de acetil-CoA (1 mM en DDW) y 100 ul
de sistema de regeneracion de acetil-CoA (acetil-DL- carnitina-HCI 5,4 mg/ml y 1 U/ml de carnitina acetiltransferasa
disuelta en tampén de ensayo). Después se disolvieron 200 ul de amantadina (50, 100, 20011M) o una mezcla de
amantadina y SMZ (2500 uM) en tamp6n de Tris-HCI (pH 7,8), y se afiadieron de forma que la concentracion final de
incubacién del tamp6n fuera 100 mM en el volumen final de 100 pl. Para iniciar la reaccidn, se afiadieron 600 pi de
liquido sobrenadante y se incubaron durante 10 min a 37°C. La reaccién se pard por la adicién de 200 ul de solucién
acuosa enfriada con hielo de hidroxilamina-HCI 1 M y se puso sobre hielo. La proteina se separé como se ha descrito
previamente en la seccidén de procedimientos de acetilacién de espermidina. El liquido sobrenadante resultante de la
incubacioén se congel6 a -20°C, hasta que se analiz6 la acetilamantadina usando cromatografia de gas-liquido.
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Andlisis de datos

Los datos se expresan como la media + ET de al menos tres experimentos. Los valores de K, y V4 aparentes
se determinaron por ajuste de regresion no lineal de la ecuacion de Michaelis-Menten con el programa de ordenador
(version 6.0a, Biososft, Ferguson, MO). Los valores de Cls, para la inhibicion de la acetilacion de la espermidina
se determinaron usando procedimientos graficos de andlisis de probit regresivos, para evaluar el tipo de inhibicién
producida por la amantadina. Se evalud la excrecion urinaria de acetilamantadina en ratones transgénicos por el ensayo
t de Student de dos colas. El andlisis de regresion se usé para evaluar la actividad inhibidora de PABA y SMZ frente a
la acetilacion de la espermidina. Las diferencias entre medias con valores de P < 0,05 se consideraron significativas.
Se us6 el andlisis de varianza (ANOVA) para detectar significancia entre miltiples grupos.

Productos quimicos y reactivos

La sacarosa, cloruro sédico, ditiotreitol (DTT), cloruro magnésico (MgCl,.6H,0), 4cido percldrico, 4cido acético
glacial, dimetilsulf6xido anhidro, acetonitrilo e hidroxilamina-HCI se adquirieron en Fisher Scientific, (Fisher Che-
mical, Fair Lawn, New Jersey). La espermidina, Tris-HCI, EDTA, acetil-coenzima-A (sal sédica), acetil-DL-carniti-
na-HCl, carnitina acetil-transferasa (de musculo pectoral de paloma), sulfametazina (SMZ), 4cido p-aminobenzoico
(PABA), acido N-acetil-p-aminobenzoico (AcPABA), trietanolamina-HCl, leupeptina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo,
hidroxitolueno butilado, trietilamina, albimina de suero bovino y la metil-glioxal-bis-(guanilhidrazona) (MGBG) se
obtuvieron de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) y la [acetil-1-'*C]-acetil-CoA (58,9 mCi/mmol) se adqui-
ri6 en New England Nuclear (Boston, MA). La amantadina-HCI la proporcioné Dupont Canada Inc. (Mississauga,
Ontario, Canad4). La albiimina humana cristalizada se adquiri6é en Miles Scientific (Naperville, Illinois). La N-acetil-
sulfametazina (AcSMZ) se sintetiz6é de acuerdo con un procedimiento publicado previamente (Svensson y col., 1991).

Resultados

Experimentos usando ratones transgénicos que sobreexpresan la SSAT Estudios in vivo de acetilacion de la adaman-
tina

Las muestras de orina de ratones transgénicos CD2F1 tratados con amantadina que sobreexpresaban la SSAT
demostraron de modo consistente el metabolismo del compuesto original a la acetilamantadina en todos los periodos
de tiempo de recogida (Fig. 2). La acetilamantadina excretada en la orina como porcentaje acumulativo de la dosis
administrada a las 24 h estaba en el intervalo de 2-6% con una media de 4,5 = 1,0%.

Estudios in vitro de acetilacion de la espermidina

En la figura 3 se muestra una gréfica representativa de velocidad no lineal frente a concentracién de sustrato
para la acetilacion de la espermidina por el liquido sobrenadante de 100.000 x g de higado de ratén transgénico que
contenia SSAT. Los pardmetros cinéticos obtenidos indican una K,, aparente de 267 + 46 uM y una V4 de 0,009
+ 0,002 nmol/min/mg de proteina (n=10, ratones diferentes). Usando el liquido sobrenadante de higado de rat6n no
transgénico como fuente de SSAT, no se detectd la acetilacion de la espermidina.

Estudios de inhibicion de la amantadina

Se evalud la capacidad de la amantadina para inhibir la acetilacién de espermidina incluyéndola en incubaciones
de espermidina. La adicién de una concentracion terapéutica de amantadina (2,5 uM) impedia la acetilacién de la
espermidina, indicando que podia servir como un sustrato para la enzima SSAT (Fig. 3). Posteriormente, se comple-
taron los estudios de inhibicién usando concentraciones fijas de espermidina (50 M) y diferentes concentraciones de
amantadina en el intervalo de 1 a 10.000 M. Un perfil de inhibicién representativo (Fig. 4) mostraba la inhibicién
completa de la enzima SSAT con amantadina 10.000 M. Se usaron los perfiles de inhibicién de la amantadina para
determinar los valores de Cls, para la acetilacién de la espermidina. A partir de los valores de Cls, se calcul la cons-
tante de disociacién del inhibidor (K;). Los andlisis de Dixon y Cornish-Bowden apoyaban la interpretacién de que la
inhibicién por la amantadina de la acetilacién de la espermidina estaba de acuerdo con la inhibicién competitiva (Fig.
5A y 5B), y el uso de los valores de Cls, para calcular K;. Los valores de Cls, y K; aparentes eran 935 + 191 uM y 738
+ 157 uM, respectivamente (n = 13).

Estudios de acetilacion de la amantadina

Los datos in vivo mostraron que sélo los ratones macho transgénicos que sobreexpresaban la SSAT excretaban
acetilamantadina en su orina. Estos ratones contienen al menos 20 copias del transgén de SSAT, y tienen un nivel de
actividad de SSAT en el higado que es 4 veces mayor que la vista en el higado de ratones no transgénicos (Pietila
y col., 1997), lo que sugiere fuertemente que la SSAT es la enzima que cataliza la acetilacién de la amantadina y
posiblemente de otros fairmacos y xenobidticos que contienen amina primaria.

Ademds, previamente se publicé que ratas Sprague-Dawley que recibian la misma dosis terapéutica de amantadi-
na no excretaban acetilamantadina en su orina (Goralski y col., 1999). Estos resultados son similares a estudios que
muestran que los ratones no transgénicos de la misma cepa que los ratones transgénicos tampoco excretaban acetila-
mantadina en su orina. Estas observaciones sugieren fuertemente la necesidad de que haya niveles incrementados de
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SSAT presentes antes de que se pueda producir la acetilacién de la amantadina. El porcentaje de la dosis administrada
excretada por el raton transgénico en su orina como acetilamantadina era similar al mostrado en publicaciones previas
en seres humanos (Bras y col., 1998; Koppel y Tenczer, 1985).

Los datos in vitro usando el liquido sobrenadante de higado de ratén transgénico como fuente de SSAT, la implican
como enzima que acetila la amantadina, apoyando las observaciones in vivo. Los datos demostraron que cuando se
incubaba la amantadina con el higado de ratén transgénico obtenido de liquido sobrenadante en ausencia de espermidi-
na, se producian cantidades modestas de acetilamantadina. Esta observacién estaba de acuerdo con que se produjeran
cantidades bajas de acetilacién en seres humanos cuando ingerian amantadina (Bras y col., 1998; Koppel y Tenczer,
1985). Estas observaciones estdn apoyadas ademads por los datos in vitro que mostraban que ni NAT1 ni NAT2 podian
explicar la acetilacion de la amantadina (Bras y col., 1998), lo que sugeria que la amantadina es un sustrato especifico
para la SSAT. En contraste, los ratones no transgénicos tienen niveles bajos inherentes de SSAT en sus higados; se
llevaron a cabo experimentos in vitro y no se detect6 acetilacion de espermidina. Ademds, la amantadina no se acetilé
en otros experimentos in vitro usando liquido sobrenadante de pulmén de cerdo como fuente de SSAT. Apoyan estos
descubrimientos, los estudios previos usando liquido sobrenadante de higado obtenido de rata no transgénica y no
inducida, que pusieron de manifiesto que no se produjeron niveles detectables de acetilputrescina o acetilespermidina
(Blankenship y Walle, 1997; Seiler y al-Therib, 1974). La investigacion de la acetilacién de la amantadina condujo
al descubrimiento de que la SSAT es una enzima de acetilacién de farmacos no reconocida previamente. Estos datos
sugieren que la adamantina es un sustrato de firmaco nuevo que se puede usar para evaluar y detectar la actividad de
la SSAT. La amantadina, que es un sustrato especifico para la SSAT, se podria usar para evaluar la contribucién de la
SSAT a la acetilacién de farmaco.

Los farmacos que contienen la estructura de diaminopropano sustituido que se parece a parte de la espermidina,
han sido acetilados por la SSAT. Para los experimentos in vitro usando SSAT humana expresada en E. Coli, Parry y
col., demostraron que la SSAT acetil6 el agente antitumoral e inmunosupresor 1-desoxiespergualina, un metabolito de
la amifostina, el agente radioprotector y qumioprotector S-2-(3-aminopropilamino)etanotiol (WR1065), y el inhibidor
de la espermina sintasa N-(butil)-1,3-diaminopropano (Parry y col. 1995). Sin embargo, aparte de estos farmacos, no
se han publicado otros estudios que examinen farmacos que no sean de diaminopropano sustituido como potenciales
sustratos de la SSAT.

Ademds, en estados patoldgicos los niveles de poliamina celular aumentan junto con los niveles elevados de N'-
acetilespermidina y poliaminas excretadas en la orina (Morgan, 1998; Russell, 1971; Suh y col., 1997). Los niveles
elevados de N'-acetilespermidina observados en la orina de pacientes de cdncer sugiere una actividad de la SSAT in-
crementada. Los niveles de actividad de SSAT en tejidos malignos son muy elevados comparados con tejidos normales.
Los cénceres con niveles elevados de N'-acetilespermidina incluyen carcinoma géstrico, cancer de ovario, leucemia
mieloide aguda, linfoma, cdncer de pecho, cancer de higado, cancer renal, cancer colorrectal, cincer de prostata y
otros (Kingsnorth y Wallace, 1985; Pine y col., 1989; Sessa y Perin, 1991; Suh y col., 1997; Takenoshita y col., 1984).
La expresion y actividad elevadas de la SSAT vistas en células de cdncer evita que las poliaminas alcancen niveles
que serfan toxicos para la célula (Bettuzzi y col., 2000). Las observaciones anteriores apoyan la interpretacion de
que el aumento de acetilacion de sustratos de NAT2 observado en tumores malignos probablemente se debe a,niveles
elevados de la enzima SSAT.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para determinar la actividad de no espermina/espermidina de la espermina/espermidina N'-
acetiltransferasa (SSAT) en un mamifero, caracterizado porque comprende la etapa de ensayar en una muestra obte-
nida del mamifero el nivel de una forma acetilada de un sustrato no espermina/espermidina de la SSAT en la muestra, y
en el que el sustrato de la SSAT es la amantadina y la forma acetilada de un sustrato de la SSAT es la acetilamantadina.

2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque antes de la etapa de ensayar el nivel de una
forma acetilada del sustrato de la SSAT, el sustrato de la SSAT se ha incubado con un mamifero, tejido de mamifero o
células de mamifero con un nivel de dosificacion del sustrato de SSAT especifico.

3. Un procedimiento segun la reivindicacién 2, caracterizado porque la dosificacion del sustrato de la SSAT es
equivalente a 1-4 mg/kg.

4. Un procedimiento segtin la reivindicacién 2, caracterizado porque el sustrato de la SSAT se ha incubado con
un mamifero y la muestra es una muestra de sangre o de orina.

5. Un procedimiento segin la reivindicacion 4, caracterizado porque la muestra de orina se recoge 2-24 horas
después de incubacién del sustrato de la SSAT con el mamifero.

6. Un procedimiento seguin la reivindicacion 4, caracterizado porque la muestra de orina se recoge 8 horas después
de la incubacion del sustrato de la SSAT con el mamifero.

7. Un procedimiento segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque el nivel de una forma acetilada del sustrato
no espermina/espermidina de la SSAT en la muestra se correlaciona con un patrén para determinar el nivel relativo de
actividad de la SSAT en el mamifero.

8. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el nivel de una forma acetilada del sustrato
no espermina/espermidina de la SSAT se ensaya usando cromatografia de gases.

9. Un procedimiento para determinar la actividad de la espermina/espermidina N'-acetiltransferasa (SSAT) en un
mamifero, caracterizado porque comprende la etapa de ensayar en una muestra obtenida del mamifero el nivel de una
forma acetilada de un sustrato de la SSAT no sustituido con diaminopropano en la muestra, y en el que el sustrato de
la SSAT es la amantadina y la forma acetilada de un sustrato de la SSAT es la acetilamantadina.

10. El uso del procedimiento segtn la reivindicacidn 1, caracterizado porque correlaciona la actividad de la SSAT

con afecciones patoldgicas en el mamifero, incluyendo carcinoma géstrico, cadncer de ovario, leucemia mieloide aguda,
linfoma, cancer de pecho, cancer renal, cancer colorrectal o cancer de prdstata.
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