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ARTiCULO

RESUMEN

Las proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs del acrénimo “ ribosome-inactivating proteins") son enzimas (N-
glicosidasas clasificadas como ARNr N-glicohidrolasas, EC 3.2.2.22), en su mayor parte de origen vegetal, aunque
también de origen bacteriano, fingico y de algas que provocan la inhibicion irreversible de la biosintesis de proteinas
llevada a cabo por los ribosomas de organismos superiores y algunas bacterias. La actividad enzimdtica consiste en
la depurinacion especifica de los ribosomas que los incapacita para interaccionar con el factor de elongacion 2 en
eucariontes y G en procariontes. Las RIPs mds conocidas, ricina y abrina constituidas por dos cadenas polipeptidicas | plabras Clave:
(tipo2), la cadena enzimdtica y una lectina especifica de D-galactosa y galactésidos, son extremadamente téxicas
debido a que pueden internalizarse en las células al unirse a receptores de la membrana plasmdtica, entrar al | pp
citoplasma, alcanzar el aparato de Golgi y después llegar al reticulo endopldsmico rugoso, en donde son transferidas

enzima

al citosol y alli inactivar a los ribosomas. Las RIPs mds abundantes solo poseen una cadena enzimdtica (tipo 1) y no .
poseen la toxicidad de ricina y abrina. En la actualidad se desconoce su funcién bioldgica en vegetales, aunque se it
han propuesto distintas hipdtesis sobre su mediacion en respuesta de estrés vegetal y frente a patdgenos. Las RIPs vectorizacions
han encontrado una aplicacién muy interesante en la construccion de inmunotoxinas y conjugados en la terapia
experimental del cancer. La formulacion de diversas RIPs en nanoparticulas se ha empleado para optimizar sus Kevwords:

iedades biof suticas v bién con fines diaandsi eywords:
propiedades biofarmacéuticas y farmacocinéticas y también con fines diagndsticos.
ABSTRACT RIP

Ribosome-inactivating proteins (RIPs) are enzymes (N-glycosidases classified as rRNA N-glycohydrolases, EC3.2.2.22), | €nzyme
mostly of plant origin, but also of bacterial, fungal and algal origin, which cause irreversible inhibition of profein | function
biosynthesis carried out by ribosomes of superior organisms and some bacteria. The enzymatic activity consists of | inmunofoxin
specific depurination of ribosomes that renders them unable to inferact with elongation factor 2 in eukaryotes and | drug fargefing
elongation factor G in prokaryotes. The best-known RIPs, ricin and abrin, consisting of two polypeptide chains (type
2), an enzymatic chain and a lectin chain specific for D-galactose and galactosides, are extremely foxic because they
can be internalised in cells by binding to plasma membrane receptors, entering the cyfoplasm, reaching the Golgi
apparatus, and then reaching the rough endoplasmic reticulum, where they are transferred fo the cytosol and there
inactivate ribosomes. The most abundant RIPs possess only one enzymatic chain (type 1) and do not possess the
foxicity of ricin and abrin. Their biological function in plants is currently unknown, although different hypotheses
have been proposed for their mediation in plant stress response and against pathogens. RIPs have found an interesting
application in the construction of immunotoxins and conjugates in experimental cancer therapy. The formulation of
RIPs into nanaparticles, has been used to optimize their biopharmaceutical and pharmacokinetic properties and for
diagnostic purposes.
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1. INTRODUCCION

Las proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs)
constituyen un campo de investigacion floreciente que se ha
disparado exponencialmente en los Gltimos cuarenta afios. El primer
contacto del laboratorio de Valladolid con dichas proteinas se realizd
en 1987, cwando después de estudiar una revision de Antonio
Jiménez y David Vdzquez en el Annual Review of Microbiology de
1985 me parecié un buen tema de investigacion para desarrollar
en el incipiente laboratorio experimental que estaba organizando.
En dicha revision se abordaban ricina y abrina, dos poderosas
toxinas inhibidoras de la biosintesis de proteinas, asi como otras
proteinas que podria serlo también (1). Me animd el hecho de que
durante mis estudios sobre la biosintesis de proteinas en Escherichia
colien el laboratorio de David Vdzquez, tuve la ocasion de conocer
y tratar en 1974 al Prof. Sjur Olness, probablemente el mayor
conocedor de la ricina en ese momento. En 1988, contacté con el
Prof. Fiorenzo Stirpe del Departamento de Patologia Experimental
de la Universidad de Bolonia, que estaba en esos momentos en una
frudtifera investigacion sobre proteinas inhibidoras de la biosintesis
de proteinas de una cadena y me invitd a su laboratorio un par de
meses en 1988. Esto me inclin a implicarme totalmente en el
estudio de este tipo de proteinas, su distribucién en vegetales, su
estructura y funcion y sus aplicaciones.

En los dltimos veinte afios, han aparecido una serie de
revisiones exhaustivas (2-11) que cubren la investigacion central
sobre las RIPs. A pesar de su distribucion aparentemente amplia,
especialmente en el reino vegetal, no hay datos de deteccion
sistemdticos que respalden su ubicvidad. Las primeras RIPs
identificadas fueron la ricina y la abrina, dos toxinas potentes
estudiadas por Paul Ehrlich, pero solo en 1971 se encontrd que la
ricina inhibe la sinfesis de proteinas eucariotas dafiando los
ribosomas (1, 12). Desde entonces se han identificado y aislado
muchas otras proteinas con propiedades aparentemente idénticas,
que desde un punto de vista estructural, se dividieron en dos grandes
grupos: RIP fipo 1y tipo 2 (2-5). El fipo 1, mds numeroso, son
proteinas de cadena Gnica, fuertemente bdsicas, de 30 kDa,
aproximadamente, que tienen actividad enzimadtica. Inhiben la
sinfesis de proteinas libres de células, pero son relativamente no
toxicas para las células y los animales. Las RIPs de tipo 2 son
proteinas de 60-65 kDa, de un minimo de dos cadenas polipeptidicas
(AB) en las que una cadena enzimdtica A, similar a las RIPs de tipo
1, estd unida a una cadena B ligeramente mds grande con actividad
de lectina especifica para azicares generalmente con la estructura
de D-galactosa libre terminal (4); algunas como SNA Iy las
proteinas tetraméricas relacionadas (AB), se unen a terminaciones
de dcido sidlico (5-6). La cadena B se une a las membranas
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celulares, facilitando asi la entrada de las RIPs AB o (AB), completas
en las células. Por lo tanto, este grupo incluye ricina, abrina y ofras
toxinas pofentes encontradas posteriormente, pero también nigrina
b de Sambucus nigraL. (13), ebulina | de Sambucus ebulusL. (14)
y ofras proteinas identificadas mds recientemente, que fienen una
estructura similar y propiedades enzimdticas, y son mucho menos
toxicas que la ricina. Por otro lado, algunos autores han postulado
la creacion de una nueva categoria, las RIPs tipo 3, para incluir
algunas proteinas como la RIP b-32 o la JIP60. La primera de ellas
se aisla del maiz como proenzima y se activa después de la
eliminacion de un segmento peptidico interno corto que libera dos
segmentos de 16,5y 8,5 kDa (15). Por su parte, la JIP60 es una RIP
de cebada, en el que un segmento similar al RIP tipo 1 continda con
otro segmento de tamafio similar sin una funcion conocida (16).
Parece injustificado definir un nuevo tipo de proteinas sobre la base
de casos Gnicos y diferentes, y por el momento parece preferible
considerar estas dos proteinas como RIPs peculiares de fipo 1.

Los dos tipos de RIP 1y 2 podrian diferenciarse mds
adecuadamente sobre la base de la ausencia (tipo 1) o la presencia
(tipo 2) de una cadena de lectinas, lo que marca una diferencia
significativa en su modo de interaccionar con las células. Esta
clasificacion permite encajar fdcilmente otros ejemplos de RIP. Desde
este punto de vista, las RIPs de cuatro cadenas como la SNA | (17)
y la SNA I (18) deben clasificarse como RIP de tipo 2. Ademds,
algunas proteinas también pueden induirse en la categoria RIP fipo
2, como SNRLP 1y 2 (19) y la nigrina b bésica (20), que exhiben la
estructura cldsica de dos cadenas AB, pero no pueden aglutinar los
glébulos rojos, debido muy probablemente a algin tipo de defecto
en los dominios de union de azdcar en la cadena B.

2. DISTRIBUCION ENTRE PLANTAS, HONGOS, ALGAS Y BAC-
TERIAS

El trabajo realizado en los Gltimos afios reveld que las
RIPs, estdn ampliamente distribuidos entre plantas, hongos, algas
y bacterias (2-7, 11), y recientemente también se ha descrito una
actividad de tipo RIP en fejidos de mamiferos (21). Las RIPs estdn
presentes en una gama bastante amplia de familias aparentemente
no relacionadas desde un punto de vista filogenético. La
investigacion sobre las RIPs hasta ahora se ha centrado en algunos
pocos géneros y familias. Las familias mds investigadas han sido:
Caryophyllaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Euphorbiceae, Phytolac-
caceace, Poaceae, Sambucaceae, Viscaceae, en algas Laminariaceae
y en hasiodiomicetos, Pleurotaceae y Tricholomataceae (5, 6). En
estas familias se han identificado diversas RIPs, en su mayoria
isoformas, aunque muchas de ellas poseen actividades especificas
distintas. Esto no indica una distribucion limitada de estas proteinas,
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ni un papel relativamente poco importante en las plantas. Esto
podria ser simplemente una consecuencia del procedimiento de
cribado que se llevé a cabo para encontrar plantas con altas
concentraciones de actividad RIP precisamente en aquellas familias
que anteriormente se habia demostrado contener esta actividad en
lugar de analizar de manera mds amplia su distribucion en todos
los reinos, como se hace en la actualidad. Con este nuevo enfoque,
se ha puesto de manifiesto que aproximadamente un fercio de todos
los drdenes de plantas con flores contienen RIPs y que éstas, se
pueden agrupar en quince categorias con diferentes caracteristicas
y propiedades, atendiendo a sus diversos dominios proteicos (2-6,
10, 11; estudios no publicados de Stirpe y Girbés). Nuestro
laboratorio en la Universidad de Valladolid ha contribuido con el
aislamiento de 24 RIPs de tipo 1y 2 en 5 especies de Sambucus, asi
como ofras 10 RIPs de tipo 1 en endemismos del norte de Espafia
del género Petrocoptis, en Beta vulgaris, en Marah oreganus, en
Trichosanthes kirilowii y en Muscari armeniacum (2, 6). La baja
actividad, si la hay, observada en muchos extractos de plantas puede
deberse a una baja concentracién de RIP en un extracto en particular
o simplemente a la baja actividad del RIP presente. Probablemente,
el uso de los fluidos supercriticos a baja temperatura como
tecnologia alternativa de extraccion, permitiria aislar nuevas RIPs
o RIPs funcionales en estos substratos. Incluso no puede excluirse
que existan proteinas originalmente con actividad RIP que hayan
perdido esta actividad y por lo tanto no pueden defectarse solo
buscando la actividad enzimdtica. Esto podria haber restringido el
enfoque del estudio a un nimero reducido de familias de plantas
que se sabe desde hace muchos afios que incluyen plantas que
contienen RIP en varios de sus tejidos y, en algunos casos, en
grandes cantidades, por ejemplo, Saponaria officinalis (22) y
Sambucus nigra (13, 17-20), dos especies que confienen numerosas
RIPs en hojas semillas y frutos, habiéndose aislado un gran nimero
de estas proteinas de un solo tejido de la planta. Esto también
podria haber reducido la vision de las RIPs como componentes
potenciales de mecanismos ain desconocidos o no bien aclarados
ampliamente representados en las plantas y tal vez en otros
organismos como, por ejemplo, el papel antipatogénico en plantas
desempefiado por las RIPs (23). El hecho de que algunas RIP
puedan ser inducidas por diferentes factores como la senescencia
(24), la infeccion por virus (25) y el estrés (26) apoya esta creencia.
En nuestra opinidn, probablemente las RIPs reproducen efectos
pleiotrpicos que pueden estar orquestados por mecanismos adn
desconocidos. Claramente, se necesita mds investigacion sobre ellas
para determinar una imagen mds apropiada sobre la distribucion
y la importancia de las RIPs en todos los reinos (7, 11).

Los pesos moleculares de las RIPs fipo 1 se encuentran
normalmente en el rango de 21-38.000 Da, excepto una serie de

profeinas de bajo peso molecular que se alega que también son
RIPs, con masas relativas aparentes en el rango de 8-13.500 Da. En
lo que respecta a las RIPs de tipo 2, los pesos moleculares de estas
proteinas se encuentran en el rango de masas relativas aparentes
de 56-69.000 Da para las de tipo AB y de 120-240 kDa para las de
tipo (AB),. Se sabe desde hace muchos afios que las RIPs también
estdn presentes en bacterias. Asi, las RIPs denominadas Stx1 y Stx2,
se han aislado de Escherichia coli'y actoan enzimdticamente como
las RIPs de las plantas (27, 28). Por otro lado, las RIPs de tipo 1 s
han encontrado también en los Gltimos afios en hongos (29, 30) y
en el alga Laminaria japonica A (31). Todos estos hallazgos
favorecen la hipdtesis generalmente aceptada de que las RIPs estdn
ampliamente representadas y, por lo tanto, deben desempefiar
funciones bioldgicas importantes, aunque en general adn poco
definidas.

De los estudios realizados hasta ahora parece que las RIPs
tipo 1 podrian ser mds abundantes que las RIPs tipo 2. De hecho,
hasta el descubrimiento de las RIPs tipo 2 en Sambucus (2), solo s
habian descrito la ricina, la abrina, la viscumina, la modeccina y
volkensina, las cinco altamente téxicas para células animales y
roedores (4, 5). En los primeros tiempos de la investigacion sobre
la distribucion de las RIPs de tipo 2 se seguia el pr ncipio de que
estas proteinas eran extremadamente téxicas. Ello limitaba el
cribado de las especies a las plantas venenosas o muy toxicas, como
Ricinus communis, Abrus precatorius, etc. Muy probablemente esto
ha llevado a subestimar la presencia de estas proteinas en plantas
no tdxicas, por lo que probablemente muchas de estas RIPs de tipo
2 han pasado desapercibidas, como tuvimos ocasion de demostrar
con el descubrimiento del grupo especial de RIPs de tipo 2 no téxicas
respecto a la ricina en el género Sambucus constituido por nigrinas
y ebulinas (16, 17). Las proteinas de estos subgrupos tienen la
caracteristica extraordinaria de que, aunque son adn mds activos
que la ricina a nivel molecular, es decir sobre la inactivacion
enzimdtica del ribosoma, carecen de la alta toxicidad de la ricina
hacia las células animales cultivadas e in vivo en roedores. Por
ejemplo, la concentracion que provoca el 50% de inhibicion de la
sintesis de proteinas (IC,) en un sistema libre de células (lisado de
reticulocitos de conejo) de nigrina b es de 0,03 nM, en células HeLa
es de 27,6 nM y la dosis letal 50% (DL, en ratones es de 12 mg
por kg de peso corporal (38). Estos valores significan que la nigrina
b es tres veces mds activa a nivel ribosomico que la ricing, pero es
25.000 veces menos toxica en células animales cultivadas y 1.500
veces menos féxica para ratones que la ricina (39).

El reconocimiento de que las plantas pueden tener RIP de
tipo 2 no téxicas en el género Sambucus (2, 13, 14) animé el estudio
de este género en profundidad. Los estudios realizados indicaron
que tanto nigrina b como ebulina | eran proteinas del tipo AB en
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Figura 1. Esquema general de las rutas intracelulares seguidas por la ricina, nigrin

ay ebulina. Las flechas indican las rutas de trdnsito.

donde A es una cadena polipeptidica con actividad enzimdtica, el
mismo tipo de actividad que la ricina capaz de promover la
depuracion de la A,5,, del ARNr 285 del ribosoma hepitico de rata,
lo que provoca la inactivacion inmediata del ribosoma y por lo tanto
|a inhibicion de la sintesis de proteinas (2, 13, 14). La cadena B es
un polipéptido con actividad de lectina y ofinidad por D-galactosa
y galactsidos (2). Los experimentos de captacion e internalizacion
de la cadena A de ricina y la ebulina en cultivos celulares sugieren
que la cadena A en general no tiene sefiales de translocacion
especiales para interaccionar con la membrana plasmdtica, en
cambio, las cadenas B si las tienen (32). Por lo tanto, la citotoxicidad
reducida de la ebulina | en comparacion con la ricina podria deberse
a deficiencias de la cadena B (figura 1).

La clonacion molecular, el estudio de la secuencia de
aminodcidos y de la estructura cristalina por difraccion de rayos X a
la resolucion de 2.8-A de la ebulina | revelaron cambios en los
aminodcidos clave de los subdominios de union al azdcar de la
cadena B, especialmente en el subdominio de alta afinidad de unién
al azdcar 2y en el que el Tyr249 de ricina se cambia a Phe en la
ebulina | (33). Esto reduce la afinidad de la ebulina por los
galaciésidos y, por lo tanto, por las glicoproteinas que contienen
galactosa ubicadas en la superficie de la membrana plasmdtica.

3. COEXISTENCIA DERIPS DETIPO 1Y 2

Las RIPs tipo 1 pueden coexistir con las de tipo 2 como se
demostrd en al menos en tres especies de Sambucus y
posteriormente en CGinnamomum camphora, e Iris hollandica. Ello
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sugiere que esta crcunstancia podria ser reflejo de un fenémeno
mds general. Los frutos de S. nigra contienen las nigritinas tipo 1
f1 de naturaleza constitutiva y f2 de naturaleza inducible por
maduracion (34). Los estudios preliminares indicaron que ambas
nigritinas se acumulan en la piel de los frutos, mientras que la
nigrina RIP tipo 2 f estd en el interior acuoso del fruto. Por otro
lado, las hojas de S. ebulus contienen las ebulitinas fipo 1, ot B y
v (35). Dicha coexistencia de las RIPs de tipo 1y tipo 2 se ha descrito
en Cinnamomum camphora en la que se han descrito las RIPs
cinamomina (tipo 2) y canforina (tipo 1), pero a diferencia de
nigritinas y ebulitinas, parece ser que canforina es de hecho la
cadena A del cinamomina (36). /ris hollandica también contiene
RIP de fipo 1 (IRIP 1,2,3) y fipo 2 (IRAb e IRAr, dos aglutininas con
afinidad por Gal/N-acetilgalactosamina y manosa) (37). En la
actualidad adn no se conoce el significado de la presencia
simultdnea de RIPs tipo 1y tipo 2 en el mismo tejido.

4. ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE RIPS

Las RIPs muestran una serie de actividades enzimdticas, la
mayoria de ellas pueden ser simplemente un reflejo de su actividad
en el ARN y otras completamente nuevas. Estas actividades han sido
revisadas recientemente (7,8,10). A pesar de la mayor parte de la
investigacion realizada sobre RIPs desde el descubrimiento de la
ricina (3, 4) fue en 1987, cuando el grupo de Endo publico el
mecanismo molecular de accion de la ricina involucrado en la
inhibicion de la sintesis de proteinas (38) (figura 2).
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Figura 2. Secuencia de nucleétidos del bucle altamente conservado del ARNr sobre el que actéan las RIPs. En la parte superior izquierda se muestra la estructura secundaria
del ARNr 28S de rata en el cual la adenina (sefialada en negrita) se elimina por accién de la RIP, En la parte inferior de la figura se muestran las secuencias homélogas
pertenecientes a ribosomas sensibles a la accion de las RIPs. Los nucledtidos subrayados a la derecha de la adenina son complementarios de los situados a su izquierda

(39).

Las RIPs son N-glicosidasas que rompen el enlace N-
glicosidico que une el A,y,, con la cadena de polifosfato del ARNr
28S del ribosoma hepdtico de rata (Figura 2 superior) (38, 40). Esta
adenina se encuenira en un bucle que estd altamente conservado
en las diferentes especies, llamado sitio de ricina/ou-sarcina que es
esencial para la interaccion de los factores de elongacion G y 2 con
los ribosomas procariota y eucariota, respectivamente, por esta
razon la inactivacion del ribosoma deja a la cadena polipeptidica
naciente en el sitio A (2, 40). En esta linea, se ha demostrado que
|a estabilizacion de EF-G sobre ribosomas de Escherichia coli con el
antibidtico dcido fusidico protege al ribosoma de la depuracion por
crotina 2, una RIP que inactiva los ribosomas bacterianos (41).

Muchas RIP inactivan también los ribosomas de insectos
(42), hongos (43), bacterias (44-45) y plantas (46), a fravés de un
mecanismo de accién similar que actia en mamiferos (2). Aunque
no hay estudios sistemdticos publicados sobre la sensibilidad de los
ribosomas a las RIP, los datos disponibles indican que los ribosomas
de mamiferos son mucho mds sensibles que los ribosomas vegetales
y bacterianos (2). Un examen de la sensibilidad relativa de los
ribosomas de Escherichia coli, Agrobacterium tumefaciens,
Brevibacterium lactofermentumy Streptomyces lividans revel6 que
son sensibles a unos pocas RIP de tipo 1, pero no a ofras, o a las

RIPs de fipo 2 intactas (2, 45-47). Esto ha obstaculizado la dlonacién
molecular y la expresion de tales RIP inhibitorias en los sistemas
comunes de expresion bacteriana (48, 49).

El lanco para las RIPs es también el objetivo para
otros inhibidbe—e la sintesis de proteinas como las RNasas de la
familia de lact-sarcing, a saber, oc-sarcina, restrictocina y tricolina
(38,40, 50, 51), que hidrolizan el enlace fosfodiéster en el extremo
3 del G, del 285 ARNr. Algunas RIP promueven la liberacion de
una adenina por ribosoma, suficiente para inactivarlo, mientras que
otros pueden liberar también otras adeninas del ribosoma, proceso
este que no parece estar correlacionada con la capacidad inhibitoria
de la RIP (52).

Se ha encontrado un nuevo tipo de enzima en algunas
especies de plantas que producen RIPs, la llamada RALyasa. Esta
enzima promueve de manera especifica la hidrolisis del enlace
fosfodiéster en el extremo 3'-terminal del sitio apurinico generado
por la accion de la RIP autdloga. Se ha sugerido que este enzima
podria formar parte de algin sistema de reparacion del ARNr
similar o equivalente al encontrado para la reparacién del ADN (53-
56), y que actuaria en los ribosomas que resultasen inactivados
accidentalmente por las RIPs autélogas. Las RIP pueden eliminar
las adeninas no solo de los ribosomas sino también de calquier
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tipo de dcido nucleico, a saber, ARNr, ARNt, ARNm, ARN viral e
incluso ADN (57, 58). Tal actividad llevé a cambiar el nombre de
las RIPs con la denominacion mas significativa y sistemdtica de las
glicosilasas polinucledtidos de adenina (2). Esta actividad enzimdtica
de sustrato amplio podria ser responsable de algunas propiedades
que se han atribuido a las RIPs durante los Gltimos aios, como la
actividad antiviral, la promocién de la senescencia y la apoptosis
por modificacién del ADN (2, 7).

4. ACTIVIDADES ENZIMATICAS NO ANTI-RIBOSOMICAS

4.1. Accién especifica sobre el ARNm

Efectos especificos de las RIPs sobre el ARNm diferentes
de la actividad de la adenina polinucedtido glicosilasa se han
descrito recientemente para la PAP. PAP es capaz de unirse a las
estructuras “cap” del mensajero y luego promover la depuracién de
ARNm en un sentido de 5'- 3', inactivando asi el ARNm (59). Esto
permite que la PAP también regule el nivel de expresion de su
propio ARNm (60).

4.2. Aciividades de lipasa y trastorno de membranas

Las interacciones entre las RIPs y las membranas
bioldgicas se han descrito en los Gltimos afios. Las investigaciones
mds intensas se han realizado con ricina y proteinas relacionadas.
Se ha descrito que la cadena A de ricina se une a vesiculas de
fosfolipidos cargadas negativamente y desestabiliza las bicapas
lipidicas (61). El trabajo realizado con el cinnamomum RIP tipo 2
indica que la proteina forma canales catiénicos en las bicapas
lipidicas (62). Estudios mds recientes indicaron que la ricina muestra
actividad de lipasa, que podria estar relacionada con la translocacion
a través de las membranas intracelulares (63). Tal actividad de
lipasa parece estar relacionada con residuos especificos de
aminodcidos pertenecientes tanto a la cadena A como a la B, y se
ha argumentado que simplemente la mutacién a alanina de la
serina catalitica 221 en la cadena A redujo fuertemente la actividad
de la lipasa de ricina (64). La ausencia de aminodcidos equivalentes
en algunos RIP tipo 2 como la ebulina |y el VVA podria ser la base
molecular de la falta o la menor toxicidad de tales proteinas en
comparacion con la ricina (64).

4.3, Enzimos bifuncionales
Se ha descrito que los cultivos celulares de Trichosanthes
kirilowii producen enzimas bifuncionales de defensa vegetal con
actividades de quitinasa y RIP (65). Hasta la fecha no hay mds
estudios sobre la aparicion de las proteinas bifuncionales a pesar
de la relevancia potencial de este nuevo tipo de proteina que podria
desempeiiar un papel en la resistencia a los patégenos fingicos.
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4.4. Inhibidores de otras enzimas

Las RIPs se han citado también como inhibidores de otras
enzimas. Entre ellos se ha reportado la inhibicién de la poli (ADP-
ribosa) polimerasa involucrada en la reparacion del ADN (66). Tal
inhibicion se ejerce sobre la fraccién poli (ADP-ribosa) unida a la
enzima, y se ha sugerido que tal efecto podria ser la base de las
actividades transformadoras, apoptéticas y quizds antivirales
atribuidas a algunos RIP. Otra enzima cuya actividad es inhibida
por las RIPs es la integrasa del VIH-1. Lee-Huang y sus colegas
encontraron que algunos RIP son capaces de inhibir las tres
reacciones parciales involucradas en la actividad del VIH-1, a saber:
i) procesamiento 3'-terminal; ii) Integracion del ADNc vih-1 en el
ADN aceptor; iii) desintegracion del ADN pro-viral. (67-68). Otras
actividades enzimdticas, que se ha informado que son sensibles a
RIP como la telomerasa (69) y la subperdxido dismutasa (70).
Deben realizarse estudios adicionales para determinar si tales
efectos son un atributo general de las RIPs o, en cambio, son

@nplememe peculiaridades.

5. INMUNOTOXINAS Y CONJUGADOS CONSTRUIDOS CON
RIPS PARA LA TERAPIA DEL CANCER

La cirugia, radioterapia y quimioterapia constituyen las
herramientas de la terapia cldsica para el cdncer, pero resultan
métodos muy agresivos a causa de los efectos colaterales. Para que
estas terapias sean efectivas se requiere que las células malignas
difieran suficientemente de las células normales, en su crecimiento
0 en su metabolismo, lo que no siempre sucede. Sin embargo,
incluso en estos casos mds desfavorables, las células tumorales
expresan receptores de superficie u otras moléculas que las
distinguen de los tejidos sanos. El objetivo de la terapia con
inmunotoxinas es precisamente enviar selectivamente un agente
cifotéxico a estas moléculas de superficie con la finalidad de que las
internalicen y provoquen la muerte celular (71-74).

Las inmunotoxinas quimicas son conjugados formados por
un ligando capaz de reconocer especificamente un tipo de células, y
una toxina capaz de matar las células a las que se une el ligando.
El ligando puede ser un anticuerpo monoclonal, una lecting, un
factor de crecimiento, una hormona, un carbohidrato, o antigenos
y receptores. En la figura 3 se representan esquemas de las inmu-
nofoxinas, conjugados y especie binantes conteniendo RIPs
o fragmentos activos de las misr@n

Las inmunotoxinas quimicas se construyen uniendo el
ligando y la toxina mediante reaccion quimica. La conjugacion
quimica de la RIP y la molécula conductora se realiza, por lo
general, a través de puentes disulfuro reducibles insertados
medianfe agentes ligantes homobifuncionales (como el
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Figura 3. Inmunotoxinas y conjugados con RIPs intactas o sus fragmentos. A) in-
munotoxinas con RIPs de tipo 2; B) inmunotoxinas con RIPs de una cadena; () in-
munotoxinas con fragmentos activos de RIPs; D) conjugado quimico con moléculas
condudtoras, factores de crecimiento, etc.; E) Conjugados con moléculas conductoras,
factores de crecimiento, etc.; F) Especies recombinantes con RIP intacia y moléculas
conductoras, factores de crecimiento, etc.; G) Especies recombinantes con fragmentos
activos de RIP y moléculas conductoras, factores de crecimiento, etc.

glutaraldehido o el dietilmalonimidato) o heterobifuncionales, como
por ejemplo succinimidil-piridil-ditiopropionato (SPDP) y el 2-
iminotiolano (2-1T). Con independencia del agente ligante
empleado, la union enire el ligando y la toxina debe ser
suficientemente estable para permanecer intacta hasta que la
inmunotoxina alcance las células blanco (75). Por otro lado, se han
construido inmunotoxinas por via de ADN recombinante en sus
maltiples variantes (76), con RIPs clonadas en bacterias o levaduras,
RIPs recombinantes con deleciones en la cadena, RIPs enteras o
fragmentos derivados fundidas a moléculas conductoras, etc. Las
moléculas conductoras pueden ser hormonas, factores de
crecimiento, fragmentos de anticuerpos monoclonales, efc.

Aprovechando estas tecnologias se estdn mejorando las actividades
farmacoldgicas de las RIPs (9, 10), asi como las formas de
dministracién para mejorar la interaccion con las células (7).

a
@I mecanismo general de accion en las inmunotoxinas que tienen

omo blanco la biosintesis de proteinas es el mismo en todas ellas.
La inmunotoxina o conjugado se une a la célula blanco, se
internaliza por endocitosis mediada por receptor y la parte toxica
(RIP) es liberada al citosol donde inactiva los ribosomas provocando
la muerte de la célula (75). Cada inmunotoxina o conjugado sigue
una ruta intracelular distinta en funcion del elemento conductor que
utilice, hasta el punto de que una misma inmunotoxina puede seguir
diferentes rutas dependiendo de la linea celular tratada, lo que se
traduce en distintas tasas de degradacion del conjugado y, por tanto,
en distinta toxicidad (78, 79). Ademds, la ruta puede ser
independiente de la toxing, es el caso de algunos compuestos
dirigidos frente al receptor de transferrina (80).

@u eficacia de una inmunotoxina depende del antigeno de la

uperficie celular al que va dirigida. En primer lugar, para que el
conjugado sea lo mds especifico posible, se eligen antigenos que
tengan una expresion elevada en tumores y una expresion
restringida en tejidos normales. Estos blancos deben ser accesibles
al conjugado y no encontrarse en forma soluble o tratarse de
moléculas minoritarias, con el fin de que se fije la mdxima cantidad
de inmunotoxina a las células blanco (75). En la eficacia de una
inmunotoxina también influye su estabilidad y la capacidad para
penetrar en el tumor (81). Los compuestos de menor tamaio
acceden con mayor facilidad al interior del tumor, pero se eliminan
facilmente a través del rifion (75). Por otro lado, la vida media de
las inmunotoxinas en el suero estd muy relacionada con su tasa de
eliminacion por el sistema reticulo-endotelial, la cval se ve
worecida por la presencia de carbohidratos en la proteina (75).
Qecienlememe, se han obtenido conjugados con diversas RIPs de
ipo 1, fanto nativas como recombinantes. Como ejemplos se pueden
ditar entre ofras saporin 6, momordin |, PAP, gelonin, RIP de cebada,
bryodin, etc., (82-84). Entre las inmunotoxinas construidas podemos
destacar las inmunotoxinas contra la neovasculatura tumoral que
tienen la ventaja de atacar los vasos que nutren el tumor sdlido en
vez de las células tumorales. La destruccion de estos vasos promueve
un efecto multiplicador destructivo que aumenta la eficacia de la
inmunotoxina. Entre las RIPs utilizadas se encuentran ricina (85) y
RIPs de tipo 2 del género Sambucus (86). Las inmunotoxinas
también se han empleado en la terapia experimental contra el SIDA
dirigiéndolas hacia diferentes regiones de la cubierta glicoproteinica
de| VIH o hacia antigenos de superficie (87, 88).
1 nanoencapsulacion de diversas RIPs en distintos nanovectores
bioselectivos, permite aumentar la biodistribucién de la toxina,
alcanzando biofase con menor riesgo de efectos adversos
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incontrolados y facilitar la posologia en pacientes oncoldgicos,
mediante el control de la liberacion. Aunque el mayor nimero de
estudios con estos sistemas se centran en cdncer, es de destacar su
uso en patologias infecciosas (SIDA) o autoinmunes. En este sentido,
nuestro grupo de investigacion ha desarrollado un vector oral para
la optimizacion del tratamiento con corticoides de la enfermedad
de Crohn, tanto en fase de brote como en periodos intermedios.

@Licho sistema ha sido formulado en base a diversos polimeros

=

oadhesivos para aumentar su tiempo de residencia en la mucosa
intestinal. Ademds, debido a su funcionalizacién con cadenas con
actividad lectina (B), es capaz de dirigirse de manera especifica a
tejido inflamado mediante el reconocimiento especifico a receptores
celulares sobreexpresados en células afectadas (datos no
publicados).

6. INVESTIGACION FUTURA

La investigacion sobre las RIPs ha recibido especial
atencion en los Gltimos afos debido a su interés intrinseco como
componentes de mecanismos bioldgicos desconocidos y también a
su uso como partes toxicas de conjugados e inmunotoxinas para la
terapia dirigida de enfermedades importantes. Hay una serie de
preguntas abiertas sobre el papel desempefiado por las RIPs en los
organismos produciores y sobre su uso para aplicaciones médicas.
El papel recientemente descrito para PAP como un componente del
sistema de lectura compleja de ARNm en plantas, junto con el papel
intrinseco antipatégeno atribuido a las RIPs en los dltimos tiempos
aiaden mds interés adn a estas enzimas. La variacion de las
concentraciones de RIP en diferentes tejidos y la presencia de
isoformas de RIP podria tener relacion en el desarrollo de las
plantas. En cuanto al mecanismo de accién molecular de las RIPs,
la amplia especificidad de muchos RIP en ribosomas de mamiferos,
plantas y bacterias plantea la cuestion de si las RIPs contienen
dominios cataliticos y de unién especificos para los diferentes
ribosomas, ARNm e incluso ADN. Dado que muchos RIP no inhiben
la sintesis de proteinas en bacterias y en plantas, su clonacion y
expresion y la construccion de plantas transgénicas resistentes a
hongos y virus facilitardn la elucidacion de las relaciones estructura-
funcién RIP. La investigacion futura intentard abordar todas estas
(y otras) preguntas relacionadas con la funcion bioldgica de las RIPs.
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