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ABSTRACT

Ribosome inactivating proteins form a class of highly toxic molecules which
specifically kill cell by their N-glycosidase enzymatic activity under the 60S
ribosomal subunit at A ,,, position. These proteins are grouped as type I RIPs
(composed by a single enzymatic polypeptide chain, A) and type II (composed
by a enzymatic polypeptide chain A, covalently linked to a polypetide lectin
chain, B). The mechanism of action from RIPs has been estensively studied
and the toxic effects investigated. Although their pontence to kill cells be
remarkable, the RIPs have been exploted in the chemical construction of
powerfull drugs to be used as biological missile in the clinical treatment of
human deseases.
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INTRODUGAO

As proteinas inativadoras de
ribossomos (RIPs) de plantas constituem um
grupo de enzimas RNAr N-glicosidases, que
inibem a sintese proteica por agir removendo,
com especificidade, uma adenina
universalmente conservada na posigéo A,,,,
de ribossomos de ratos (Stirpe & Barbieri,
1986). Elas podem ser classificadas dentro
de dois grupos: as RIPs tipo |, que apresentam
uma unica cadeia polipeptidica (A) e as RIPs
tipo Il, que sao compostas de duas cadeias
polipeptidicas distintas (AB). Uma nova
classificagdao para essas proteinas foi
recentemente proposta, de acordo com a sua
estrutura molecular (Citores et al.,1993). No
entanto, as RIPs de quatro cadeias, propostas
por autores, sao consideradas RIPs especiais
do tipo Il, compostas de dois dimeros, sendo
que cada um possui duas cadeias
polipeptidicas ligadas por pontes dissulfeto
(Barbieri et al., 1993; Van Damme et al.,
1996). Recentemente, Barbieri et al (1997)
demonstraram que as RIPs tipo | e Il sdo
capazes de depurinar substratos que
contenham a base nitrogenada adenina
(DNA, RNA e polinucleotideos de adenina).
Estes dados sugerem, que estas proteinas
podem ser classificadas como polinucleotideo
adenosinas glicosidases.

A complexa estrutura molecular e
toxicidade das RIPs estimulou a investigacao
destas proteinas como modelo para o
entendimento dos mecanismos de
translocacao de substancias através da
membrana plasmatica e seu posterior destino
no citoplasma celular. Além disto, o
entendimento do mecanismo de toxicidade
das RIPs, associado a especificidade dos
anticorpos, levou ao surgimento de um novo
campo da investigagao cientifica na
construcao de drogas de alta potencialidade
e especificidade.

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

A massa molecular das RIPs tem
usualmente sido examinada por eletroforese
em gel de poliacrilamida na presenga de
dodecilsulfato de sodio (PAGE-SDS. As
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massas moleculares das RIPs variam em
torno de 30 kDa, tanto para as RIPs tipo |
como para a cadeia A das RIPs tipo Il. Valores
um pouco superiores a estes, sao
encontrados para a cadeia B das RIPs tipo Il.
A composicao de aminoacidos & conhecida
para um numero variavel de RIPs de ambos
os tipos. As RIPs tipo | gelonina, inibidor de
Momordica charantia e diantina,
apresentaram diferengas quanto a
composi¢ao de aminoacidos (Falaska et al.,
1982). O inibidor de Momordica charantia
contém baixo teor de lisina. Residuos de
cistina e metionina s@o mais abundantes em
diantina 30 e 32, que tém uma composicao
de aminoacidos bastante similar. As RIPs tipo
Il sdo, em geral, ricas em aminoacidos acidos
e hidrofébicos semelhantes as lectinas
vegetais, contendo também, aminoacidos
sulfurados, como é o caso das RIPs presentes
nas sementes de Abrus precatorius (Hermann
& Behnke, 1981).

A grande maioria das RIPs sdo
glicoproteinas. As cadeias glicanas ligadas
covalentemente a porgao proteica nao tém
um papel relevante na atividade enzimatica
das RIPs, pois esta atividade esta presente
em algumas proteinas nao glicosiladas e
produzidas em bactérias, como a cadeia A
da abrina. Entretanto, esses carboidratos
apresentam uma grande importancia no
processo de penetragao destas proteinas no
citoplasma. A porgao glicidica das diferentes
RIPs varia tanto em quantidade como na
composicao de agucar (Barbieri et al., 1993).
A gelonina e a cadeia A da ricina podem ser
parcialmente deglicosiladas sem afetar a
capacidade de inibir a sintese proteica em
reticulécitos lisados de coelho. A cadeia A
recombinante da ricina, nado glicosilada,
produzida em Escherichia coli é
completamente funcional.

A sequéncia completa de aminoacidos
de varias RIPs ja foi determinada. A analise
comparativa das sequéncias estudadas
mostra que estas proteinas guardam um grau
de homologia que varia entre 18 e 63%
(Montecucchi et al., 1989).

Trés regides, envolvidas na atividade
enzimatica, foram identificadas por
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mutagénese direcionada ao sitio ativo
proposto para a ricina (Montfort et al., 1987).
Embora resultados conflitantes tenham sido
publicados a esse respeito (Sundan et al.,
1989), varios residuos parecem importantes
para a agao catalitica da cadeia A da ricina.
Assim, variacao nos residuos de aminoacidos
Tyr80-Phe, Tyr123-Phe, Glu177-Gin e
Arg180-His provoca redugao substancial na
atividade. Variagdes nos residuos Tyr72-Phe
e Tyr118-Phe na proteina antiviral de Mirabilis
charantia promovem redu¢ao acentuada na
atividade inibitoria da traducgao proteica
apenas em ribossomos de E.coli. Essa
mesma variagao, na cadeia A da ricina,
favorece a redugao na atividade contra
ribossomos de mamiferos (Ready et al.,
1991). Esses resultados sugerem que as RIPs
podem existir em diferentes isoformas na
mesma planta, e que as diferengas
observadas nas sequéncias nao sao devidas
a alteragdao no anelamento mas, sim por
existirem sequéncias nucleotidicas diferentes.
Poucos dados ainda avaliados indicam que a
cadeia B das RIPs tipo |l apresenta também
sequéncias de aminoacidos similares. Kimura
e colaboradores (1993) determinaram a
sequéncia completa de aminoacidos da
cadeia B das isoformas da abrina-a e abrina-
b presentes nas sementes de Abrus
precatorius. A cadeia B da abrina-a e da
abrina-b consistem de 268 residuos de
aminoacidos, sendo que 256 deles sao
idénticos. Comparando a sequéncia dessas
isoformas da abrina com a cadeia B daricina,
o grau de homologia aproxima-se de 60 %.

ESTRUTURA MOLECULAR

As RIPs podem ser divididas dentro
de duas classes, de acordo com a presenga
ou auséncia de uma cadeia polipeptidica
contendo sitios de interagao para
carboidratos. As RIPs tipo | formam um grupo
de proteinas intimamente relacionadas. As
RIPs tipo Il sdo compostas de duas ou quatro
cadeias polipeptidicas e suas estruturas
quaternarias apresentam  massas
moleculares aparentes variando em torno de
60 e 136 kDa. As duas cadeias polipeptidicas
sdo ligadas por ponte dissulfeto e outras

104

ligagdes nao covalentes (Lewis & Youle,
1986). A abrina, modecina, ricina, volkensina
e pulchelinas sao heterodimeros compostos
de uma cadeia A e uma cadeia B (Citores et
al., 1993; Ramos, 1993; Mota, 1997). A cadeia
B esta diretamente implicada no processo de
adesao e internalizacao celular, enquanto que
a cadeia A esta relacionada com a inativagao
dos ribossomos através de sua atividade
enzimatica.

A cadeia A é um polipeptideo globular
que apresenta uma estrutura secundaria
regular e uma fenda bem definida. Essa fenda
parece estar envolvida com a atividade
enzimatica ou forma sua base estrutural, pois
a atividade da ricina recombinante é abolida
por modificagdes introduzidas na sequéncia
de nucleotideos, na posigao correspondente
aos aminoacidos envolvidos nesta regiao
(Montfort et al.1987). A cadeia B é produto
de uma duplicagao de gens, mostrando 32 %
de amino&cidos idénticos entre as duas partes
da cadeia polipeptidica (Villafranca &
Robertus, 1981). Os resultados de difragao
de raio-x mostram que a cadeia B € dividida
em dois dominios estruturais similares
contendo um sitio de ligagao para lactose na
fenda superficial. A especificidade epimérica
da ligagado a galactose é dada por uma ponte
de hidrogénio entre um residuo de glutamina
e um grupo hidroxila na posi¢ao quatro do
carboidrato. Os dados obtidos através de
estudos de difragdo de raio-x confirmam
também a evidéncia bioquimica de que as
duas cadeias sao ligadas por pontes dissulfeto
e por ligagdes hidrofébicas.

ATIVIDADES BIOLOGICAS

O efeito direto das RIPs tipo | e |l sobre
a fungao e a estrutura celular € devido a um
dano irreversivel aos ribossomos, 0s quais
tornam-se incapazes de ligagao a um fator
de elongacao, com a consequente inibicao
da sintese proteica. As proteinas de ambos
os tipos apresentam similaridades de poténcia
em sistemas livres de células, mas existem
diferencas de toxicidade para células e
animais. As RIPs tipo || podem ser 100 vezes
mais potentes que as RIPs tipo | ao inibir a
sintese proteica em culturas de células. Essa
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diferenca € devido a presenc¢a, nas RIPs tipo
Il, da cadeia B com atividade lectinica, que
liga-se a superficie celular, sinalizando a
entrada na célula (Barbieri et al., 1993). Esses
danos funcionais sao uma consequéncia de
modificagdes do RNAr como demonstrado por
Endo e colaboradores (1988; 1991), quando
encontraram que as RIPs tipo | e a cadeia A
das RIPs tipo || possuem uma atividade RNA-
N-glicosidase singular, que cliva a ligagao N-
glicosidica da A,,,, do RNAr 28S de ceélulas
eucarioticas de mamiferos (Endo & Tsurugi,
1987; Endo et al. 1987). Essa base
nitrogenada situa-se proxima ao sitio de
clivagem do RNAr para um grupo de RNAses
altamente especificas isoladas de fungos: (a-
sarcina de Aspergillus gigantens, restrictocina
e mitogillino de Aspergillus restrictus que
clivam a ligacao fosfodiester entre a G,,,, e
A, 40 RNAr do figado de ratos (Fong et al.,
1991). Todos os residuos de adenina clivados
estao localizados em uma hélice sequencial
do RNAr que possui a sequéncia GAGA, a
qual sugere que as RIPs reconhecam essa
estrutura de forma especifica (Barbieri et al.,
1993).

A ricina nao afeta, de modo
significativo, a sintese proteica de ribossomos
bacterianos ou mitocondriais (Lugnier et al.,
1976) e consistentemente, a ricina nao
depurina, por completo, RNAr de E.coli.
Dessa maneira, genes que codificam para
ricina podem ser expressos em E.coli (O’hare
et al., 1987).

O mecanismo de entrada nas células,
de proteinas toxicas que agem sobre sitios
intracelulares, foi objeto de muitos estudos
nos anos recentes, entretanto os resultados
nao sao conclusivos. O interesse no
mecanismo de internalizagao de toxinas
aumentou devido esse mecanismo ser um
ponto chave na possivel utilizagao terapéutica
dessas proteinas ou de seus derivados e por
esses estudos darem importante
discernimento no transporte intracelular e na
distribuicdo de ligantes fisiologicos. Muitas
evidéncias sugerem que essas toxinas entram
e distribuem-se nas células por vias
especificas utilizadas por outras moléculas
fisiologicas.

A maioria dessas observagdes esta
voltada para as RIPs tipo |. Os resultados

Revista RECCS/Fortaleza/N° 10/P. 102-110/1998

publicados sugerem que mais de um
mecanismo de internalizacdo esteja
envolvido. A interagdo célula-RIP mostra
regras comuns: (1) a inibicdo da sintese
proteica nao pode ser detectada nas células
antes de 30 minutos (Sandvig et al., 1976);
(2) somente poucas moléculas toxicas sao
captadas pelas células e transferidas para o
citosol, alcangando assim o seu alvo (Sandvig
et al., 1986); e (3) uma unica molécula RIP
pode ser suficiente para induzir a morte celular
(Eiklid et al., 1980).

O primeiro passo na internalizagao
das RIPs é a interagao RIP-célula que
consiste na ligacao dessas proteinas a sitios
receptores na membrana celular. Esse
processo pode ocorrer em temperatura
fisiolégica ou a O °C e ser abolido por adicao
de galactose (Nicolson et al., 1974) ou
ilimaquinona (Nambiar & Wu, 1995), um
metabolito obtido de esponjas do mar.

As RIPs de duas cadeias interagem
especificamente com galactose. Elas sao
potentes toxinas captadas por um numero
maior de células, devido a presenca de
glicolipidios e glicoproteinas na superficie de
todos os tipos de células. A adicao de
galactose e lactose in vitro promove uma
competicdo com os receptores de membrana
pela toxina, inibindo a ligagao na membrana
celular e reduzindo drasticamente a toxicidade
(Olsnes et al., 1974).

Outro processo de reconhecimento
esta no envolvimento da interagcao de
receptores celulares com as cadeias laterais
de carboidratos da toxina. As cadeias Ae B
da ricina apresentam grupos de
oligossacarideos contendo manose, 0s quais
sd0 os principais responsaveis pela captacao
e toxicidade da toxina em células nao
parenquimais do figado de ratos (Magnusson
etal, 1991). A captagao da ricina por essas
células é afetada por galactose, porém inibida
com mais eficiéncia por manose, sendo
completamente abolida na presenca de
ambos carboidratos (Magnusson et al., 1993).
Isso indica que a ricina liga-se e é captada
por células nao parenquimais atraves de dois
mecanismos distintos: via reconhecimento
especifico de receptores na membrana
plasmatica mediado pela cadeia B ou atraves
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do reconhecimento das cadeias glicanas da
toxina por ligantes presentes na membrana
celular. O elevado efeito inibitério de manose
sobre a citotoxicidade da ricina sugere que o
segundo mecanismo & mais eficiente.
Entretanto, a ricina invade o citoplasma de
hepatécitos de ratos através de sua atividade
lectinica arbieri et al., 1993).

O mecanismo de entrada das RIPs
tipo | ndo & bem conhecido e somente
hipéteses foram formuladas. Resultados
obtidos com a gelonina sugerem que o
mecanismo de reconhecimento da por¢ao
glicosilada da toxina por receptores de
manose da membrana media a entrada da
toxina no citoplasma. Entretanto, a presencga
de manana nao inibe completamente a
toxicidade da gelonina (Madan & Ghosh,
1992). A saporina-S6, uma RIP tipo | nao
glicosilada, € mais toxica para muitos tipos
de células, comparada as outras do tipo | que
sao glicoproteinas (Barbieri et al., 1993).

A abrina e a ricina ligam-se a uma
variedade de diferentes moléculas de
superficie celular (Simmons et al., 1986)
podendo seguir varias rotas intracelulares,
uma das quais permite a transferéncia da
toxina ao citosol. Como as células nao
parenquimais do figado, os macréfagos
também captam a ricina tanto via receptores
contendo galactose quanto por receptores de
manose. Esse ultimo parece envolver um
mecanismo mais eficiente, pois a toxicidade
para macréfagos deve-se principalmente a
captagao por receptores de manose, embora
a quantidade de ricina captada pelos
macrofagos via estruturas da superficie
celular para galactose seja maior, comparada
aquela de manose (Simmons et al., 1986).

A reducgado das pontes dissulfetos
intercadeia das RIPs tipo Il diminui a
toxicidade para as células. Whight & Robertus
(1987) demonstraram que a alcaliniza¢ao dos
residuos de cisteina envolvidos com a ligagao
das cadeias A e B da ricina, sem romper a
associagcao das subunidades, anula
completamente a citotoxicidade e diminui sua
habilidade de ligar-se em células HelLa ou
inativar ribossomos in vitro. As pontes
dissulfeto parecem exercer um papel em outro
passo do processo de intoxicagao.
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O efeito dessas toxinas sobre a
sintese proteica in vivo ocorre paralelamente
com lesdes ultra-estruturais. Assim, a inibigao
da sintese proteica foi verificada no baco,
figado e pancreas de ratos envenenados com
a ricina, modecina (Sperti et al., 1979) e
abrina. Verificou-se que em ratos
envenenados com a modecina o
comprometimento da sintese proteica foi
acompanhado por danos a subunidade
ribossomal 60S. A cadeia A das toxinas tem
amesma atividade N-glicosidase, no entanto,
diferentes lesées observadas in vivo sao
provavelmente devido os diferentes caminhos
das toxinas nas células. Essas lesdes
causadas pelas RIPs tipo Il sdo bastante
diferentes daquelas observadas em animais
mortos com outros inibidores da sintese
proteica (Barbieri et al., 1993). A ricina induz
a producdo de fator de necrose tumoral e
interleucinas em células mononucleares do
sangue periférico humano, em tempo e dose
dependentes. A contribuicao dessas citocinas
nas lesdes causadas por essas toxinas &
ainda desconhecida, entretanto, elas podem
provocar febre em animais envenenados pela
ricina (Licastro et al. 1993).

A elevada toxicidade das RIPs tipo 1
para macrofagos direciona os estudos, em
relagéo a essas proteinas, para uma possivel
atividade imunosupressora. De fato,
momordina |, PAP-S e gelonina inibem a
formacao de anticorpos em resposta a
antigenos T-dependentes, retardando o
processo de rejeicdo de enxerto de pele e
diminuindo a resisténcia a enxertos de
tumores alogénicos. Entretanto, todos esses
efeitos ocorrem somente se as RIPs forem
administradas em camundongos algum
tempo antes, e nao juntamente, ou depois da
inoculagao do antigeno (Descotes et al.,
1985).

Remédios preparados com raizes de
tubérculo de Trichosanths kirilowii, uma
Curcubitaceae, foram usados na medicina
popular por muitos anos pelos chineses para
causar aborto. Uma vasta literatura,
principalmente de cientistas da China, existe
sobre essa atividade (Barbieri et al., 1993). O
principio ativo responsavel pela atividade
abortifaciente foi purificado e identificado
como sendo uma proteina (tricosantina) a
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qual induz aborto em camundongos, coelhos
€ macacos, mas nao em ratos e hamsters.
Varias outras RIPs testadas apresentaram
atividade abortifaciente similar em
camundongos (Yeung et al., 1988).

Os efeitos da tricosantina sobre a
fertilidade foram detalhadamente estudados:
(1) causa necrose seletiva sobre o
sincitrotofoblasto placentario; (2) a formagao
de coagulos na circulacao local induz
mudanc¢as na area infartada e (3) essas
mudangas sao acompanhadas por prejuizos
das atividades funcionais, como diminui¢ao
do horménio gonadotrofina coriénica humano
e dos niveis de horménios esterdides, danos
causados as trocas metabdlicas e aumento
na sintese de prostaglandinas com a
consequente indugao do aborto. Esses efeitos
sao provavelmente devidos a alta toxicidade
das RIPs para células de corioncarcinomas e
trofoblastos, a qual € consistente com a alta
atividade pinocitica dessas células (Barbieri
et al., 1993).

Substancias carreadoras, as quais
podem transportar as RIPs tipo | para dentro
das células inclui: lipossomas (Mcintosh &
Heath, 1982), eritrécitos fantasmas (Foxwell
et al., 1984) e envelope viral (Sargicuomo et
al., 1983), os quais todos podem liberar seu
conteudo dentro do citoplasma celular.

CONSTRUGAO DE IMUNOTOXINAS

Com o intuito de construir misseis
biolégicos, varias drogas ou moléculas toxicas
tém sido ligadas covalentemente a
carreadores que especificamente
reconhecem células alvo. Uma variedade de
moléculas foi usada para construgao destes
misseis biolégicos. Os anticorpos
monoclonais sao os mais freqlientemente
usados como carreadores, mas também
lectinas, horménios, fatores de crescimento,
receptores, substancias ligantes de
receptores e antigenos foram explorados.

As proteinas inativadoras de
ribossomos podem ser ligadas quimicamente
a anticorpos para formar moléculas hibridas
chamadas de imunotoxinas, direcionadas as
células alvo do anticorpo usado. A ligagao
intermolecular entre anticorpo e toxina é feita
por uma ligagao dissulfeto, e menos
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frequentemente por ligagdes tioéteres
(Barbieri et al., 1993). As imunotoxinas nao
inibem a sintese proteica em sistemas livres
de células, a menos que essa ligagao seja
rompida por redugao.

As imunotoxinas tém sido preparadas
com ambos os tipos de RIPs. A toxina mais
empregada com esse proposito € a ricina, ini-
cialmente usada na sua forma nativa. Contu-
do, preparagdes de conjugados com a ricina
apresentam baixa especificidade, devido a
cadeia B daricina ligar-se a A, e consequen-
te mente ser englobada por milhares de célu-
las. Melhores resultados foram obtidos con-
jugando-se apenas a cadeia A ao anticorpo.
Nesse caso, a especificidade do anticorpo
usado é que facilitara a entrada da toxina na
célula. As maiores desvantagens do uso da
cadeia A da ricina, bem como de outras toxi-
nas de duas cadeias, sdo as preparagdes
complexas e perigosas envolvendo alguns
reagentes. Isso, no entanto, podera ser faci-
litado com o uso da cadeia A recombinante,
considerando-se que no futuro préximo, a
molécula inteira imunotdxica venha a ser pro-
duzida por técnicas de biologia molecular.

A preparagao de imunotoxinas com a
cadeia A da abrina (Hwang et al., 1984) e da
viscumina foi pouco investigada,
provavelmente porque essas toxinas foram
menos estudadas quanto aos aspectos
quimicos e estruturais, comparadas a ricina.
Recentemente, Tonevitsky et al. (1996),
demonstraram que imunotoxinas construidas
com anticorpos monoclonais anti-CD25 e a
cadeia A da lectina mistletoe | (Viscum album)
sao bem mais ativas quando comparadas as
imunotoxinas contendo apenas a cadeia A da
ricina. As preparagdes de imunotoxina com
RIPs tipo | parecem oferecer algumas
vantagens: a cadeia & mais estavel, facil e
segura de preparar, além de que algumas
imunotoxinas contendo saporina-S6 parecem
mais potentes comparadas as imunotoxinas
construidas com o mesmo anticorpo e
utilizando a cadeia A da ricina (Siena et al.,
1988). Isso & possivel devido ao fato de a
imunotoxina saporina ser mais facilmente
captada pelas células alvo ou seguir uma via
intracelular diferénte, da qual ela escape do
processo de inativacdo. Essas observacdes
sugerem que a entrada nas células e/ou a
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via intracelular seguida pelas imunotoxinas
podem ser diferentes ou condicionadas pelo
tipo de RIP usada.

As imunotoxinas contendo RIPs tipo |
tém uma alta toxicidade para animais,
comparadas as RIPs livres (Battelli et al.,
1990). Pelo menos em parte, a alta toxicidade
das imunotoxinas € devido o maior tamanho
dessas moléculas, o que previne sua
excregao através dos rins.

O primeiro conjugado com uma RIP
tipo | foi preparado por ligagcao da gelonina
com a Concanavalina A (Stirpe et al., 1980).
Recentemente a cadeia A da ricina foi ligada
ao antigeno CD4 como arma na eliminagao
de células infectadas por HIV (Zarling et al.,
1990). As RIPs ligadas a antigenos
responsaveis por doengas auto-imune sao
potencialmente usadas em terapia (Barbieri
et al., 1993). Obviamente, um pré-requisito
para assegurar o uso de imunotoxinas € a
utilizagao de anticorpos especificos para as
células alvo.

O avango das pesquisas
direcionadas ao entendimento do caminho
seguido pelas RIPs dentro do citoplasma,
associado ao estudo quimico da construgao
de imunotoxinas podera, nos proximos anos,
culminar com o uso de imunotoxinas no
tratamento para eliminar, especificamente,
populagcbes de ceélulas doentes ou
indesejadas presentes em tecidos animais.
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