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RESUMEN

Las lectinas inactivadoras de ribosomas constituyen un grupo de proteinas de origen
no inmune, pertenecientes al grupo 2 de las denominadas RIPs, que comparten la
propiedad de enlazarse de forma especifica y reversible a carbohidratos, capacidad
que les permite desempefiar multiples funciones como el estudio de las membranas
biolégicas y caracterizacion de glucoconjugados de superficie celular y otras funciones
aplicadas a los tratamientos terapelticos relacionados con el cancer. También poseen
propiedades antivirales y de defensa de las plantas que las contienen siendo
importantes herramientas en los estudios biomédicos y bioldgicos. La capacidad téxica
de estas lectinas provoca la inhibicion de la sintesis protéica en los ribosomas
eucariotas y en otros organismos inferiores como virus, bacterias y hongos. El obejtivo
de este trabajo consiste en realizar una descripcion general y actualizada sobre las

lectinas inactivadoras de ribosomas y sus principales usos y aplicaciones.

Palabras clave: Ribosome Inactivating Proteins, proteinas de unién a carbohidratos,

abrina, inmunotoxinas, bioterrorismo.
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1. INTRODUCCION

1.1 CONCEPTOS BASICOS

Cada vez es mayor el consumo de alimentos procedentes de fuentes vegetales
formando parte de la dieta habitual del ser humano, cuyas caracteristicas son de
considerable valor nutricional y en muchos de los casos constituyen la mejor opcién de
consumo en detrimento de las fuentes animales. Un ejemplo son las proteinas
vegetales, que a pesar de considerarse de menor valor biolégico que las procedentes
de fuentes animales, debido a la ausencia de ciertos amino acidos esenciales tales
como lisina, meteonina y cisteina; constituyen un perfecto sustitutivo de las proteinas
animales que por lo general llevan asociadas mayor cantidad de lipidos saturados y
por consiguiente pueden ser rechazadas o restringidas por la poblacion. Para suplir la
carencia de los citados amino &cidos esenciales de las proteinas de origen vegetal, se
deben combinar alimentos de origen vegetal tales como legumbres o verduras con
otros alimentos que contengan suficientes cantidades de los amino acidos limitantes

como son los cereales, frutos secos y semillas.

En cambio, los avances en el desarrollo y la evolucion tecnoldgica del andlisis de la
composicion de los alimentos han suscitado un continuo estudio que ha derivado en el
descubrimiento de ciertos componentes de plantas y vegetales que en muchos casos
son de consumo habitual ¥ que afectan a la seguridad del alimento, cuyo efecto en el
organismo es nocivo y en algunos casos con un alto poder de toxicidad; estos

componentes son las denominadas lectinas.

El término lectina deriva del latin ligere que significa “elegir” y fue introducido por
Willian Bloyd en 1954, Las lectinas son proteinas, generalmente glucoproteinas, de
origen no inmunolégico que aglutinan y/o precipitan glucoconjugados libres o
presentes en superficies celulares Dicha capacidad de aglutinacion se debe al
reconocimiento especifico y fijacién de azicares ©® que forman parte de glucolipidos
y/lo glucoproteinas presentes en las membranas celulares de la mayoria de los
organismos. Esta caracteristica de las lectinas es descrita en el punto 5 de este

trabajo.

La definicion de lectina ha variado en los siguientes afios a medida que se descubrian
nuevas funciones y caracteristicas de su estructura “®. Actualmente, para considerar

como lectina a una proteina o glucoproteina debe contener al menos un sitio de




reconocimiento de carbohidratos (CRD por sus siglas en inglés) que les permite unirse
especificamente y de forma reversible a un determinado mono u oligosacarido, de
origen no inmunoldgico y que ademas no modifican los enlaces covalentes que forman

el carbohidrato al cual se unen.®

1.2 NATURALEZA DE LAS LECTINAS DE LAS PLANTAS

Hasta 1970, se conocia la presencia de lectinas en mdltiples organismos
(principalmente en plantas) sin embargo, su aislamiento se basaba en técnicas
convencionales que incluian una serie de precipitaciones con sales y disolventes”
Inicialmente fueron identificadas y aisladas s6lo en plantas, pero en los afios
siguientes fueron aisladas de otros organismos como en tejidos animales y
microorganismos ®9y las técnicas han ido evolucionando y mejorando a lo largo de

los Gltimos afios ©.

Actualmente se han identificado 357 9 estructuras 3D de lectinas vegetales, siendo
las leguminosas el grupo donde mas abundan y pueden constituir el 3% de la proteina
vegetal total @ sin embargo hoy en dia se han identificado en otros organismos como
tejidos animales, bacterias y virus, algas y hongos “®. Ademas de encontrarse
ampliamente distribuidas en la naturaleza, las lectinas se pueden producir mediante

técnicas de recombinacién usando vectores de expresion de E. Coli ©.

Su estructura varia en tamafo, acidograma, numero, organizacion y funcion de los
dominios y nimero de subunidades®. Las técnicas de purificacion y aislamiento de las
lectinas han ido modificAndose a lo largo de los afios con el fin de aumentar el
rendimiento de las mismas y minimizar los costes® siendo las técnicas

cromatogréficas las més utilizadas.




13 CLASIFICACION

En este trabajo atenderemos a la clasificacién de las lectinas en 5 familias (Figura 1),
que han sido identificadas gracias a las diferencias observadas en su estructura
mediante las técnicas cromatograficas de rayos X utilizadas para el estudio de su

estructura Y.

En funcibn a esta clasificacion nos encontramos las lectinas inactivadoras de
ribosomas con accién enzimética, que forman parte de las denominadas RIPs o
Proteinas Inactivadoras de Ribosomas, que actian como téxicos dafiando las células
intestinales mediante la interaccion con las estructuras glucosiladas (glucolipidos y
glucoproteinas) que forman parte de los receptores de la superficie celular de las

células del epitelio del intestino.

Figura 1. Representacion de los diferentes tipos de lectinas vegetales segin su

estructura cristalografica. Fuente: Gallego et al 2006




Anteriormente fueron clasificadas en funcion de la estructura de sus dominios por Van
Damme en 1988“*® en merolectinas, aquellas con un solo dominio que dispone de
Gnicamente un sitio de unién a carbohidratos; quimerolectinas las cuales disponen 2 o
mas dominios dispuestos en tAndem y otro dominio aislado , las hololectinas formadas
por 2 0 mas dominios y superlectinas que suponen un grupo de guimerolectinas
compuestas por dos dominios de unién a carbohidratos dispuestos en tdndem cuya
estructura y funcion son diferentes. Los primeros autores en clasificar las lectinas
utilizaron la especificidad de monosacéaridos de las lectinas vegetales para
catalogarlas como se muestra en la tabla 1.

Lectinas vegetales utilizadas para el estudio de glicoproteinas y su
clasificacion segin su especificidad hacia monosacaridos

MONOSACARIDO LECTINA ABREVIATURA
o—D-manosa, o-D-glucosa Canavalia ensiformis. Conk&
Lens culinaris. LCA
B-galactosa,
MN-acetil-oi—D-galactosamina  Ricinus communis RCA
Glycine max SBA
Arachis hypogaea PNA
Amaranthus leucocarpus AL
N-acetil-B-D-glucosamina Triticum vulgare. WGA
o-D-fucosa Lotus tetragonolobus. LTA
Ulex europeus. UEA
oi-N-acetilneuraminico Limulus polyphemus. LPA

Tabla 1.Fuente: Handbook of plant lectins

Debido a la ubicuidad de las lectinas en los diferentes organismos y las diferencias
entre ellas, este trabajo se centra en realizar una descripcién de las propiedades y
aplicaciones méas importantes Unicamente de las lectinas de origen vegetal,
concretamente aquellas con alto poder toxico, clasificadas como lectinas inactivadoras

de ribosomas y que forman las RIPs, del inglés Ribosome Inactivating Proteins.




2. JUSTIFICACION

El hecho de que las lectinas vegetales, en este caso concreto las RIPs, se encuentren
distribuidas entre vegetales cuyo consumo conlleva un riesgo para la salud debido a la
toxicidad, y/o se comporten como sustancias antinutrientes supone que la
investigacion en ciencia de los alimentos se encuentre en continuo desarrollo para asi
conocer la distribucion de estos compuestos y asegurar la seguridad alimentaria de los
alimentos donde se encuentran presentes. Ademas en los Ultimos afios se han
atribuido a esta clase de proteinas toxicas otras funciones de caracter terapéutico y los
mismos estudios han contribuido a conocer otras funciones y aplicaciones de las
lectinas tales como su utilizacibn como potentes herramientas biomédicas, tanto
diagnésticas como terapeuticas. También a las lectinas se le atribuyen usos ilicitos

como arma de guerra biol6gica en el bioterrorismo.




3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar una descripcion general sobre las lectinas toxicas presentes en las plantas y
vegetales, algunos de consumo habitual y sus funciones y aplicaciones mas
importantes asi como el desarrollo de éstas como agentes terapeuticos asi como los

usos ilicitos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar las caracteristicas comunes y mas importantes de las lectinas vegetales

téxicas de forma generalizada.

- Describir las propiedades y estructura de las principales lectinas toxicas conocidas y

sus mecanismos de accion.

- Realizar una descripcién sobre las aplicaciones terapedticas y diagnésticas mas

importantes de las lectinas toxicas procedentes de plantas.

- Determinar los usos no terapeuticos de algunas de las lectinas tdxicas de ciertas
plantas utilizadas con fines armamentisticos y como importantes agentes en la guerra

bioldgica.




4. METODOLOGIA DE BUSQUEDA

Entre los meses de Enero a Julio del afio 2013 he realizado una busqueda
bibliografica en la base de datos PubMed y Google Scholar, y he utilizado como
palabras clave “plant toxic lectins” combinada con “carbohidrate binding protein” y
“bioterrorism” También se utilizaron “ribosome inactivating proteins from plants”
combinada con “abrin”, “ricin” e “inmunotoxins. Se impuso un limite de fecha de 5 afios
atrds aunque se han utilizado documentos anteriores a la fecha limite para poder
realizar una introduccion general de los temas a tratar. Se establecié un criterio de
basqueda por reviews que se elimind en los casos en los que no existia suficiente
bibliografia o se centrada en el tema tratado en este trabajo. A continuacion se
presenta una tabla con los documentos encontrados correspondientes a cada

combinacion de palabras clave:

Afo de publicacion

Palabra clave Reviews Otros Reviews Otros
Plant Toxic Lectins 10 58 2010 - 2013 2009 - 2014
Plant Toxic Lectins
specifity carbohydrate 51 3 2009 - 2011 2009 - 2013
binding proteins
Plant Toxic Lectins
et 2 3 2012 - 2013 2012 - 2013
Ribosome Inactivating
Proteins from plants 23 2010 - 2014
Ribosome Inactivating
Proteins from plants 3 8 2010 - 2014 2010 - 2014
abrin
Ribosome Inactivating
Proteins from plants 29 54 2010 -2011 2009 - 2014
ricin
Ribosome Inactivating
Proteins from plants 3 16 2011 -2013 2009 - 2013
Inmunotoxins
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Del total de los articulos y revisiones, muchos fueron excluidos porque no se
centraban en los contenidos y desarrollo de la estructura de este trabajo, la lengua de
la revista era aleman, ruso o chino 0 no se ha tenido acceso al documento completo y

s6lo se han podido visualizar los abstract de dichos documentos.

Finalmente se revisaron 49 articulos y 2 abstract, cuya lectura motivo la basqueda y
lectura de otros articulos que aparecian citados en las respectivas referencias
bibliograficas que se consideraron relevantes y que sumaron un total de tantos
articulos. Ademas de los articulos encontrados mediante la busqueda en Google
Scholar utilizando las mismas palabras clave que en la busqueda sistematica realizada

en Pubmed.

Los articulos y revisiones utilizados que han sido extraidas de las referencias utilizadas
en los articulos encontrados mediante la busqueda sistematica realizada en la base de
datos Pubmed ascienden a un total de 11 articulos. También se han utilizado como
fuentes primarias libros o monografias de capitulos que trataban en profundidad el

tema del presente trabajo.
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5. LECTINAS TOXICAS DE LAS PLANTAS MAS IMPORTANTES

Las lectinas vegetales toxicas en muchos de los casos se inactivan con el proceso de
coccion ®23) o con los enzimas proteoliticos que se segregan durante la digestion,
perdiendo la accién toxica, pero en ocasiones esto no ocurre y en los Ultimos afios se
han intentado desarrollar técnicas para reducir estos efectos como en el caso de las

lectinas vegetales ricina y a-chaconina @2,

En la literatura, las proteinas toxicas vegetales se agrupan en lectinas, proteinas
inactivadoras de ribosomas (RIPs), inhibidores de enzimas proteoliticos Yy
glucosidasas.™® Este trabajo se centra en las lectinas denominadas Proteinas
Inactivadoras de Ribosomas, conocidas por sus siglas RIPs del inglés Ribosome
Inactivating Proteins, concretamente en las RIPs Tipo Il o Lectinas Inactivadoras de
Ribosomas ya que son las que se consideran toxicas. La nomenclatura fue introducida
por F. Stirpe en 1982 ®¥ aunque su existencia se conoce desde Stilkmark en el afio
1888.¢

5.1 PROTEINAS INACTIVADORAS DE RIBOSOMAS (RIPSs)

Son un conjunto de proteinas conocidas principalmente por su actividad enzimatica N-
glucosidasa (Figura 2) que actla de forma irreversible, en los ribosomas de ARN
ribosdmico, inhibiendo la sintesis de proteinas; aunque actualmente se han
identificado otras funciones enzimaticas que han demostrado que no sélo actian sobre
el ARN ribosdmico sino que actian sobre otros &cidos nucléicos actuando como

polinucleétido adenosin glicosidasas, DNasas, antivirales y actividad lipasa *°’

12
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Figura 2. Representacion de la actividad N-glicosidasa a nivel celular de las
RIP, in vivo y en ratas, que actian rompiendo el enlace N-glicosidico de la
A4324 presente en la 28S del ARNribosémico. Fuente: Stirpe 2005

Se dividen en dos grupos; por un lado las RIPs Tipo |, cuyo ejemplo mas estudiado y
descrito es la toxina denominada saporina ®® | con una sola cadena peptidica
denominada “cadena A”, con un peso molecular de 30KDa con actividad enzimatica N-
glucosidasa, encargada de la inhibicion de la sintesis de proteinas; y por otro las RIPs
Tipo Il formadas por dos cadenas peptidicas unidas mediante un enlace disulfuro; una
cadena “A” similar a la de las RIPs Tipo | con actividad de enzima unida a una cadena
denominada “B” con actividad de lectina, es decir, de union a carbohidratos
especificos, libres o presentes en la en las membranas celulares formando parte de
los glucolipidos y glucoproteinas presentes en la superficie exterior de la membrana.
Una representacion de la estructura se presenta en la Figura 3.%”. Actualmente, la
estructura y funcion de cada una de las cadenas es sobradamente conocida pero

fueron P.Erlich y cols los pioneros en definir sus respectivas funciones ®®.
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Figura 3. Estructura de las RIPS. Las barras blancas identifican las cadenas con actividad
enzimatica, las barra gris representa la cadena con actividad lectina y la barra negra
representa cadenas con actividad desconocida. Fuente: F. Stirpe and M. G. Battelli, 2006.

Algunos autores han propuesto otras clasificaciones para poder catalogar las RIPs, las
Holo-RIPs, RIPs de una sola cadena o dos cadenas pequefias y las Quimero-RIPs que
serian las RIPs de dos cadenas *?, pero actualmente en la mayor parte de la literatura
se habla de RIPs Tipo 1y Tipo 2. ®? que atiende a la presencia o ausencia de la

cadena B.

Se encuentran distribuidas ampliamente en varias familias del reino vegetal y existen
amplias listas elaboradas donde se refleja su ubicuidad en las plantas ®? y también se
han identificado en algunos hongos y en ciertas bacterias ®*?Y. Son mas abundantes
las RIPs Tipo | que las RIPs Tipo 2, ambas se pueden encontrar diseminadas en
diferentes tejidos de una misma planta como ocurre con la saporina, RIP Tipo 1, o en

s6lo una parte de la planta como ocurre con las semillas de ricina ™"

El mecanismo de accion y vias de entrada a la célula y transporte intracelular se
encuentran bien establecidos, y especialmente referido a las primeras RIPs en ser
identificadas: la ricina y la abrina, ®®" consideradas las cabeza de lista del grupo de
RIPs Tipo 2. El proceso comienza con la unién de la cadena B de la RIP Tipo 2 con los
restos de azUcares especificos que forman parte de los glicoconjugados de las
membranas celulares que hay en la célula diana, seguido por la internalizacion de la
de la cadena A gracias a la accion de la cadena B, y el transporte retrégrado al reticulo
endoplasmatico. La cadena A se libera del a través de una via de degradacion
asociada al Reticulo Endoplasmatico. Los procesos implicados estdn ampliamente

descritos recientemente en la literatura.®®
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Sin embargo, recientemente se han descubierto RIPs Tipo Il cuya toxicidad es casi
nula para los humanos como son la ebulina y la nigrina ®®, lo cual resulta de gran
importancia para el uso de estas RIPS no toxicas como agentes terapelticos en
sustitucion de las otras RIPs Tipo 2 mucho mas toxicas y con mayores problemas a la

hora de poder ser utilizadas en seres humanos.

Gracias al amplio conocimiento que en los ultimos 40 afios han proporcionado los
estudios sobre esta familia particular de proteinas, se han descrito numerosas
aplicaciones en la agricultura como antivirales y antiinsecticidas “"*® realcionados con
el rol biolégico de las RIPs, como agentes terapeuticos en enfermedades como el
cancer a través de las posibilidades que ofrecen las RIPs para la formacién de
inmunotoxinas, que son conjugados proteicos formados por una toxina y un anticuerpo
u otros transportadores que los hacen especialmente toxicos para las células diana

cancerigenas o cancerosas (tema que serd tratado en el punto 7 de este trabajo).

La toxicidad de ambos grupos de RIPs es muy diferente ya que hoy en dia se conoce
con certeza que esta asociada a la cadena “B”, siendo las RIPs de Tipo Il las mas
téxicas, debido a que esa actividad de lectina que se atribuye a la cadena B que
poseen, les permite unirse a los receptores de membrana de las células, atravesarlas
y poder llegar al citosol donde se produce la traduccién o sintesis protéica ®® Los
mecanismos de entrada a las células se recogen en varias revisiones recientes sobre

el tema.®®

A continuacion se presentan las caracteristicas de las RIPs Tipo 2 mas estudiadas
hasta el momento, aunque nuevos estudios han dilucidado nuevas RIPs tanto Tipo 1

como Tipo 2.
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5.1.1 Abrina

Lectina toxica aislada de las semillas y tallos de la planta Abrus Precatorius, originaria
de Africa pero que actualmente se extiende a otras regiones subtropicales, donde
forman parte de la materia prima utilizada en la elaboraciéon de bisuteria y continla
siendo una de las causas de intoxicacién accidental por abrina ®®. Olsnes ®® describi6
multiples usos que se le atribuyen desde hace cientos de afios relacionados con la
medicina ademas de sus aplicaciones como veneno con fines ilicitos contra animales y
seres humanos, constituyendo junto con otras toxinas como la ricina, una potente

arma de guerra, aspecto que se trata en el punto 8 de este trabajo.

Se trata de una RIP tipo 2 siendo la cadena B galactosa-especifica, altamente téxica
que provoca la muerte celular mediante mecanismos de apoptosis que estan descritos
ampliamente en la literatura y adn siguen siendo estudiadas nuevas vias implicadas en
esos mecanismos %3132 Actualmente no existe ain ningdn antidoto efectivo para la
intoxicacion por abrina pero nuevas estrategias terapedticas estan en constante
desarrollo, como el uso de conjugados con anticuerpos de las biotoxinas, que
producen una inmunidad innata en el organismo, especifica para cada toxina descrita
ya en los afios 90 por Paul Ehrlic ®®. Existen varios ensayos clinicos que buscan el

desarrollo de nuevos agentes que puedan disminuir o contrarrestar la toxicidad. ©¢?

5.1.2 Ricina

Lectina toxica aislada de la planta Ricinus Communis en 1888 por Stilkmark @. Es una
proteina extremadamdente toxica aunque los datos sobre su toxicidad varian entre
autores ?, siendo dicha toxina sensible al calor, desnaturalizandose e inactivandose a
una temepratura de 80° C. El mecanismo de accion es idéntico a la toxina abrina, y
esta formada por dos cadenas peptidicas caracteristicas de las RIPs tipo 2, unidas
mediante un enlace disulfuro. La cadena denominada “B” galactosa o manosa
especifica se une a las estructuras glucoconjugadas de la superficie de la membrana
celular, de esta manera la cadena “A” de la toxina se internaliza en la célula
disociandose de la cadena “B”, pasa al citoplasma celular dénde es captada mediante
endosomas primarios, por el Aparato de Golgi y transportada retrégadamente al
Reticulo Endoplasmico donde a partir de la traslocaciénd de membrana pasa al

citoplasma dénde realiza su funcion de inhibicion de la sintesis protéica.
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5.1.3 Viscumina

Es una RIP de Tipo 2 aislada en la hoja y tallo de la planta del muérdago (Viscum
album L) a principios de los afios 80 ®¥. Se encuentra en 3 isoformas diferentes dentro
de la misma planta cuyas concentraciones en la planta son variables segun las zonas
cultivadas. En las épocas antiguas ha sido utilizada como una planta con propiedades
curativas y venenosas *® y actualmente su uso se extiende en el campo de la
medicina alternativa sobre todo en terapias anticencerigenas®® las cuales defienden la
seguridad de su administracién. Aunque algunos autores describen efectos
perjudiciales del uso de esta planta, como dafos en el rifién o perforaciones colénicas

entre otras. ¢,

La toxicidad de la viscumina es comparable a la de la ricina y el mecanismo de accion
de ambas es similar; la viscumina se une a la célula diana (gracias a su cadena B con
actividad lectina, es decir, de union especifica a oligosacaridos que forman parte de la
membrana celular de la célula diana, en este caso es especifica para galactosa) y tras
los procesos de endocitosis para introducir en el citoplasma celular la cadena B
encargada de inhibir enzimaticamente la sintesis protéica. Esta interrupcion del
proceso de sintesis de proteinas induce una respuesta de estrés celular que provoca
la liberacién de citoquinas por la célula diana “®y en dosis altas la viscumina induce

apoptosis celular ©".

5.1.4 Volkesina

Se trata de otra toxina perteneciente al grupo de las RIPs Tipo 2 y que comparte las
caracteristicas, mecanismo de accion y alta toxicidad de las otras toxinas
mencionadas anteriormente. Originaria de Africa, aislada de la planta Adena Volkensii,
que contiene otras RIPS que no se revisan en este trabajo®®. Su estructura se ha

estudiado en recientes articulos. 7

La toxicidad de la Volkesina afecta a nivel neuroldgico atacando especialemte las

celulas de la glia. “°
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6. FIJACION Y ESPECIFICIDAD AZUCARES

Como ya se ha comentado en la introduccién, las lectinas vegetales son capaces de
reconocer restos de azlcares con una alta especificidad caracteristica de cada familia
de lectinas vegetales. Esta caracteristica es lo que ha permitido su uso, desde hace
mas de 30 afios, en el estudio de las interacciones proteina-carbohidrato presentes en
gran variedad de procesos fisiolégicos “?*® siendo uno de ellos el reconocimiento
celular, utilizado en las técnicas cromatograficas, para la investigacion de azucares de

membrana que forman los receptores “3*%,

La purificacion de los receptores de
membrana se realiza mediante la incubacién de la lectina especifica y restos de
membranas celulares, produciéndose unos complejos lectina-receptor entre la lectina
especifica y los receptores que posee el azlicar de reconocimiento que forma parte de
las glucoproteinas o glucolipidos de las membranas celulares. Para disociar el
complejo formado, se grandes cantidades del monosacérido especifico de esas
lectinas a los cuales se uniran rapidamente, separandose de los receptores de

membrana.

Estos restos de azlUcares que reconocen forman parte de oligosacaridos (cadenas
cortas de monosacaridos unidos mediante enlace glucosidicos) unidos a las fracciones
protéicas v lipidicas de los glicoconjugados que se encuentran en la superficie celular

de las membrana de las células.

La especificidad de las lectinas por los monosacaridos reside en la configuracion de
las estructuras monosacaridas, teniendo la capacidad de diferenciar epimeros de
moléculas, segun la posicion de los grupos hidroxilos que forman el azlcar. De la
misma manera, la especificidad de las lectinas por estructuras mas complejas como
oligosacaridos depende de la conformacién espacial y composicion aminoacidica de

los oligosacaridos.

La union de las lectinas a los hidratos de carbono se produce entre los grupos
hidroxilo (-OH) de los azlcares y el dominio de unién de la cadena B de la lectina.
Estas uniones son de tipo no covalente en la mayoria de los caso, es decir, que los
carbohidratos a los que se unen no se modifican en el proceso ya que las uniones son
de tipo hidrofébico como interacciones hidrofébicas, puentes de Hidrogeno, fuerzas de
Van der Waalls asi como metales de coordinacion tales como Mg y Ca+ presentes
en algunas lectinas y que forman enlaces de coordinacién con las proteinas
(glucoproteinas) participando en la estabilizacion de la estructura del sitio de enlace

del carbohidrato en la lectina.
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El dominio de reconocimiento y unién al carbohidrato de la lectinas vegetales de una
misma familia comparte caracteristicas referidas a sus estructuras nativas (similar
composicién en aminoacidos), secundarias y su organizacion tridimensional en el
espacio, de tal manera que se puede dividir en 2 partes, el sitio que corresponde a la
unién de monosacaridos y otro conocido como “sitio extendido” que permite la unién

oligosacéridos o polisacaridos mas complejos.

Otras acciones en el trafico y localizacion intracelular, interacciones ligando-receptor, 0
participacién en la sefializacion y adhesion celular y en procesos de respuesta inmune
innata en el huésped, han sido descritas para las lectinas, todos ellos relacionados con

la capacidad de reconocimiento especifico de carbohidratos. 4%

La especificidad de unién a carbohidratos de una lectina es comparable a la unién
antigeno-anticuerpo “ y permiten separar polisacaridos y glucoproteinas entre si y en
una matriz con otras sustancias. Ademas, suponen unas valiosas herramientas en la
Glycobiologia, ciencia que estudia la estructura y funcién de los hidratos de carbono,
para el aislamiento y la purificacion de glicoconjugados como enzimas, antigenos,

hormonas, entre otros.“®

El fenémeno de especificidad de las lectinas fue descrito a partir de los estudios que
revelaron el fenémeno de hematoaglutinacién de células rojas “¥, que dilucidaron el
mecanismo mediante el cual ciertas lectinas vegetales en contacto con células
animales, producian la aglutinacion especifica de las células que presentaban en
superficie el azlcar de unidn a la lectina. Estudios posteriores demostraron que ciertas
lectinas, como la Concavalina A, aglutinaron células tumorales pero no las normales

ya que estas Ultimas necesitaban mayores concentraciones de lectina.
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7. USOS EN LA TERAPIA DEL CANCER: INMUNOTOXINAS

Numerosos estudios tanto in vivo como in vitro con varias lectinas han demostrado que
poseen un efecto inhibitorio en el crecimiento del tumor, siendo las RIPs las pioneras
en la construccion de inmunotoxinas y conjugados de utilidad en la terapia

experimental del cancer.

Se denomina inmunotoxina a una especie molecular producida artificialmente a partir
de la unién de un anticuerpo y una toxina, concretamente una Proteina Inactivadora de
Ribosomas. El anticuerpo esta dirigido contra un antigeno presente en la superficie de
la célula blanco tumoral y por ello las inmunotoxinas son capaces de identificar y matar
a dichas células blanco. ®® Los mecanismos de accién de las lectinas son variados ya
que dependen del origen celular del tumor, la clase de tumor o la concentracién de
lectina.“” En el caso de los glucoconjugados presentes en las membranas de las
células se ha descrito el uso de las inmunotoxinas para el estudio de los cambios
estructurales de dichos detectando de esta manera cambios y alteraciones en la
expresion de las moléculas presentes en la superficie celular, actiando como
marcadores celulares para el reconocimiento de células cancerigenas, llevando a cabo

finalmente la apoptosis celular.“®

Las lectinas presentes en numerosos alimentos como en las leguminosas, inhiben la
adherencia de la célula tumoral, proliferacion y formacion de colonias tumorales;

causando hematoaglutinacién y efectos citotéxicos sobre las células antitumorales.

Las primeras inmunotoxinas producidas utilizaban como toxina la molécula entera de
ricina, pero la elevada toxicidad inespecifica de esta poderosa toxina se descarté para
Su uso en terapia contra el cancer. Sin embargo las denominadas inmunotoxinas de
primera generacion, estaban formadas por la cadena A de la ricina aislada a partir de
la disociacion de la ricina en un medio reductor unida por puentes disulfuro a un
anticuerpo monoclonal dirigido a la célula blanco, al contrario de las inmunotoxinas de
segunda generacién que utilizan la molécula intacta de ricina, eliminando
guimicamente la toxicidad de dicha toxina. La presencia de pequefiisimas cantidades
de cadena B contaminante permitia la reconstitucion de la molécula de ricina y
conferia a las preparaciones de inmunotoxina una toxicidad inespecifica intolerable
para una terapia eficaz y segura. Las patologias que pueden tratarse con

inmunotoxinas son todas aquellas basadas en la existencia de células enfermas que
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presenten moléculas distintivas especificas en su superficie celular y que estén

ausentes o a menor concentracion en la superficie celular de las células sanas “®

En investigaciones porsteriores, RIP tipo 2 con escasa o nula toxicidad sobre las
células han sido descubiertas, como por ejemplo aquellas aisladas de la planta
Sambucus, cuya escasa toxicidad frente a la ricina, las convierte en perfectos
candidatos en la construccién de inmunotoxinas en la terapia del cancer. “9%9
También lectinas aisladas del melén amargo (bitter melon) induce la apoptosis celular

en las células tumorales en el cancer de prostata V.
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7. USOS ILiCITOS

Desde la antigiiedad existen datos sobre la ricina y la abrina y sus caracteristicas
toxicas aplicadas como sustancias venenosas . Pero el uso de toxinas como las
RIPs de Tipo 2 mencionadas en ataques antiterroristas se considera algo
contemporaneo, declardndose como potencial agente de guerra biolégico que en
casos como la ricina es de facil acceso y manipulacion y ha sido estudiada con fines
armamentisticos por algunos paises como EE.UU, Inglaterra o la antigua URS ©.
Otras toxinas derivadas de microorganismos como la toxina Botulinica, toxinas
animales y de algas también han sido objeto del desarrollo bélico de otros muchos

paises. @

En muchos paises es necesaria la importacion de alimentos para abastecer a la
poblacién y estas transaciones son un perfecto vehiculo para la introduccién de una
toxina en un pais. Por eso el uso deliberado de agentes bioldgicos es una amenaza no
s6lo para la salud publica, sino también para el sector agricola y la cadena alimentaria,
y aunque hayan sido pocos los casos del llamado agroterrorismo existen resefas en la
literatura que realizan una revisién de los casos de este tipo de bioterrorismo y
describen las asociaciones grupales que han utilizado este modus operandi ® con el
fin de conocer las motivaciones que los diferentes grupos puedan tener para el uso de
agentes bioldgicos contra el sector agricola y poder definir contramedidas y estrategias

mas eficaces.

Desde 1993, la Convencion sobre las Armas Quimicas (CWC) incluye en sus listas las
toxinas, en especial las mencionadas en este trabajo, como agentes quimicos de
especial control y en los Ultimos 10 afios se han asociado con grupos terroristas en
varios paises, pero no se sabe si la utilizacion de la toxina ha sido realmente efectiva
Otros casos en cambio han sido perfectamente identificados, como el asesinato de
Georgi Markov, periodista bulgaro, defensor de los derechos humanos, que murio tras
ser intoxicado con la toxina Ricina presente en la punta del paraguas que se utiliz6 la

policia secreta bulgara como arma homicida.
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La ricina y otras RIPs de Tipo 2 son letales por via parenteral o inhalada en pequefias
cantidades. Su toxicidad ha sido estudiada en ratas y produce dafios en el tejido
pulmonar a partir de los 5 minutos de la inhalacion de la toxina lo que induce a pensar
que el dafio celular derivado de la inactivacion de la sintesis proteica se produce
rapidamente, y solo las acciones preventivas resultan eficaces si se producen
anteriormente, es decir, en el proceso de unién a la célula. Los efectos de la toxina
inyectada se traducen en necrosis del tejido muscular y por via oral tienen una menor
toxicidad aun que producen graves dafios gastrointestinales, razén por la cual no son
muy utilizadas en el agroterrorismo, para contaminar fuentes de agua o grandes

cantidades de comida.®®

La identificacién de nuevos anticuerpos y vacunas contra la ricina han sido objetivo de
multiples estudios, alguno de ellos recientes, ®% asi como la busqueda de nuevas
técnicas mas sensibles y eficaces y réapidas que permitan la rapida deteccion y
cuantificaciéon de las biotoxinas, como los métodos basados en inmunoensayos (5) o la
espectofotometria de masas ©. Todo ello junto con el conocimiento por parte del
personal sanitario sobre los sintomas derivados de las diferentes formas de exposicion
a las toxinas constituyen una estrategia mas solida para abordar el problema del

bioterrorismo de manera eficaz y efectiva.
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8. CONCLUSIONES

- El uso de lectinas para el estudio de las bases moleculares que forman parte de
las interacciones carbohidrato-proteina han permitido profundizar en los cambios
conformacionales que sufren los restos de azlcares que forman el sitio de
reconocimiento en la lectina respecto a otras herramientas utilizadas en la

glicobiologia.

- El desarrollo de la ciencia de la Glicobiologia ha sufrido un importante ascenso
con la introduccion de las lectinas como herramientas para el estudio de las
funciones de los carbohidratos y los procesos patoldgicos relacionados con su
unién con proteinas, abriendo nuevos horizontes terapeuticos en el tratamiento de

enfermedades.

- Las toxinas RIPs constituyen una potente arma de guerra debido a su facil

manipulaciéon y administracién, en algunos de los casos.

- Los efectos y los procesos celulares activados por las pequefias dosis de toxinas
cuando se produce una exposicion a las mismas a través de las vias adecuadas,

son letales e irreversibles.

- El desarrollo de nuevas vacunas y antidotos dilucidan un futuro mejor en el

transcurso de los sintomas.

- El constante desarrollo de la biologia molecular ha aportado los conocimientos
suficientes para que en algunos casos sea facil la produccién a gran nivel de una

toxina y que pueda ser utilizada en un atague masivo a la humanidad.
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