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de muchos anos la Farmacia.



Mi vida profesional ha estado muy influida por muchos traslados a distintas
residencias, oposiciones y un arrancar continuo tanto en la docencia como
en la investigacion. He montado desde cero tres laboratorios de
investigacion en distintas facultades. Podria decirse que he sido un
valenciano errante, aunque de valenciano solo tengo los primeros doce afios
de mi vida. La mitad de ella la he pasado en Valladolid y como se suele
decir “se es de donde se pace”. Cuando obtuve la recién creada catedra de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Valladolid, alla por 1986, pensaba que era para unos pocos
afios antes de dar el salto a Madrid, donde residian mi familia y la de m1
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Bromatologia de la Facultad de Medicina y siempre he tenido la esperanza
de que algin dia podria incorporarme a alguna de las universidades
madrilefias.

Durante todo este tiempo he contado en mi trabajo con la inestimable
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Quiero rendir reconocimiento hoy aqui al Dr. David Vazquez Martinez,
Profesor de Investigacion del Consejo Superior de Investigaciones
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destacado también en cualquier otra actividad. Bidlogo y después quimico
sabe conjugar de manera magistral todos los aspectos de la Biologia. A
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facultades y universidades, y hoy cumplo uno de mis suefos al entrar en la
Academia como Académico de Numero por el grupo de Doctores en
Farmacia y nada menos que sucediendo en la medalla nimero 5 al Profesor
D. Manuel Ortega Mata.



MI RELACION CON FARMACIA

Conoci al Prof. D. Vicente Vilas en 1979 en la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de Madrid, al volver del servicio militar. D.
Vicente era amigo de mi suegro y ello le llevo a ayudarme a buscar un sitio
donde ubicarme en aquellos momentos, lo que siempre le agradeci.

Mi contacto con el Profesor D. Manuel Ruiz Amil se remonta a 1984
cuando era vocal del tribunal que juzgo la plaza de Profesor Agregado de
Bioquimica de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense
de Madrid, oposicién a la que me presenté y no saqué. Pero aquello inicid
una muy buena amistad que me llevo a partir de 1986, ya como Catedratico
de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Valladolid, a proponerle como Presidente de varios
tribunales de Tesis Doctorales elaboradas por mi grupo de investigacion.
He de decir que todos los doctorandos alabaron su actuacion y bonhomia.
Con el estableci una profunda amistad y siempre que iba a Madrid buscaba
un momento para ir a saludarle al despacho en el Departamento de
Bioquimica de la Facultad, y hablar con ¢l de la vida universitaria e
investigadora. Con el recuperaba muchas veces la ilusion y la fuerza para
poder continuar.

En 1999 D. Manuel, junto a los Profesores D. Juan Tamargo Menéndez y
D. Antonio Portolés Alonso, tuvo la gentileza de presentar mi candidatura a
Académico Correspondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia y
en noviembre lei mi discurso de entrada en la institucion, que versd sobre
la lectinas del satuco. Mi profundo agradecimiento también para ellos.

Desde entonces, como lluvia fina, D. Manuel me aconsejaba que terminase
los estudios de Farmacia que inicié en 1974 y que dejé por la voragine de la
Tesis Doctoral y el servicio militar después. En 2001, siguiendo su sabio
consejo y a pesar de tener ya 50 afios y mucho trabajo en la universidad y
en el Fondo de Investigaciones Sanitarias del Ministerio de Sanidad, me
matriculé en la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de
Madrid y en 2006 obtuve el ansiado titulo de Licenciado en Farmacia.
Quiero manifestar aqui mi profundo agradecimiento a todos los profesores
que he tenido la suerte de conocer en la Facultad por su generosa ayuda,
facilidades y animo en todo momento.



En esta etapa de nuevo estudiante coincidi con profesores que después han
sido y son amigos como el Profesor D. Angel Villar del Fresno, maestro
conocedor de los secretos de la quimica de las plantas y con el que
comparti, junto con profesoras de su Departamento como Pilar-Gomez
Serranillos y Emilia Carretero un inolvidable congreso de la Sociedad de
Farmacia del Mediterraneo Latino en 2002 en Tours. Cuando estaba en
Madrid, siempre que podia me acercaba a visitarle para hablar de nuestras
cosas universitarias.

Con el profesor D. Manuel Cordoba Borrego estableci una muy buena
amistad. Del Profesor Cordoba quiero resaltar sus conocimientos, su amplia
experiencia y sus valiosisimos consejos. Esta amistad se amplié después a
sus hijos Manuel y Damidn, con los que he colaborado y colaboro en
diversos trabajos de investigacion, y a la profesora Maria de Cortes
Sanchez Mata y a D. Daniel Sanchez Mata recientemente elegido como
Académico de Nuimero de esta Real Academia.

Estableci también una buena relacion con el Profesor Rafael Lozano y la
Profesora Irene Iglesias, ambos Decanos de la Facultad de Farmacia. El
Profesor Lozano fue luego Presidente de mi tribunal de Tesis Doctoral en
2009. Coincidi también con las Profesoras Esperanza Torija y Carmen Diez
del area de Nutricion y Bromatologia, que me influyeron notablemente en
mi cambio de drea desde Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad
de Ciencias al area de Nutricion y Bromatologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Valladolid, que en aquel momento tenia un
fuerte déficit de profesores. Conoci también al Profesor Antonio Ramon
Martinez y a las profesoras Rosa Basante, Carmen Francés y Carmen
Avendafio que siempre me trataron con gran afabilidad y consideracion.

Conoci a la Presidenta de la Academia la Profesora Maria Teresa Miras y a
los presidentes Profesores Mariano Esteban y Antonio Doadrio. Ya en la
Académia conoci al Profesor D. Fidel Ortega que ha tenido la gentileza de
avalar mi solicitud y de dar el discurso de contestacion de la Real
Academia Nacional de Farmacia. Pero no quiero olvidarme de ninguna
persona con la que he tenido la ocasidon de relacionarme, por lo que reitero
mi profundo respeto y agradecimiento a todos.

En la Academia he tenido el honor de conocer a muchos ilustres
compafieros y compafieras que, a la par de grandes personalidades
cientificas e intelectuales, han ejercido un importante magisterio y con los
que me hubiese gustado compartir sus importantes experiencias
investigadoras.
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RECUERDO BIOGRAFICO DEL EXCMO. SR.
D. MANUEL ORTEGA MATA

Vengo a ocupar la medalla nimero cinco que ocuparon antes los Doctores
Salvador Serra Abril en 1932, el Doctor Antonio Bartolomé Pizarroso
Villarejo en 1964 y finalmente el Doctor D. Manuel Ortega Mata en 1977.
Como es preceptivo voy a realizar una breve glosa de la vida y la
extraordinaria dedicacion a la docencia e investigacion farmacéutica del
Profesor Manuel Ortega Mata, hombre de bien y cuya vida ejemplar es
digna de resaltar.

Le conoci poco, pero apreci¢ enseguida su prestigio € importancia en esta
Academia. Tuve la ocasion de leer, por curiosidad, su discurso de entrada
como Académico de Numero y me interesoé extraordinariamente por cuanto
al hablar de las fitohemaglutininas defendia la importancia de la busqueda
sistematica de actividades en gran nimero de plantas. Este fue un consejo
que me brind6 el Profesor Fiorenzo Stirpe, del Departamento de Patologia
Experimental de la Universidad de Bolonia, alld por 1989 y que yo he
intentado inculcar en mis colaboradores de la Universidad de Valladolid.

D. Manuel Ortega Mata nace en Mélaga en 1923 en una familia de cinco
hijos y cuyo padre fallecid prematuramente siendo €l todavia un niflo. En
1953 se instalé en Madrid. Fue un estudiante extraordinario que cursé la
Licenciatura de Farmacia y por sus calificaciones obtuvo el Victor de Plata
al mejor expediente de 1945. Se financio sus estudios compaginandolos
con trabajo como profesor impartiendo clases particulares, lo cual dice
mucho de su naturaleza. Se inicia en la investigacion con una beca de la
Fundacion “Conde de Cartagena de Indias” de la Real Academia de
Medicina en 1945. Entre 1946 y 1953 fue becario de varios institutos del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, como el Instituto Alonso
Barba, el Instituto Antonio de Gregorio Rocasolano y el Instituto Ramoén y
Cajal.

Disfrutéd de tres becas de estancia en el extranjero, una para la Universidad
de Upsala para los afios 1951 y 1952, y otra para el Centro de Transfusion
Sanguinea y Desecacion de Plasma en Paris en 1955. En Upsala tuvo el
enorme privilegio de trabajar con dos Premios Nobel de Quimica, Theodor
Svedberg y Arne Tiselius. Svedberg dio nombre a la unidad de
sedimentacion en ultracentrifugacion y Tiselius fue el introductor de la
electroforesis como herramienta analitica.
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El Prof. Ortega no podia tener mejores introductores en la investigacion, ya
que en su vuelta a Espafia incluso introdujo innovaciones notables en la
técnica electroforética como el uso de nigrosina en la tincion de proteinas
lo que le permitié publicar 1957 en la revista Nature, extraordinario mérito
y mucho mas por aquel entonces y sobre todo desde Espana.

El Profesor Ortega poseia una vision multidisciplinar del contexto
farmacéutico, desde el ejercicio de la profesion en oficina de farmacia hasta
la docencia universitaria pasando por la industria farmacéutica. Su
actividad fue extraordinaria, ya que fue funcionario por oposicion de tres
ministerios, el de Educaciéon y Ciencia en la Universidad, el de
Gobernacion en el Instituto Espafiol de Hematologia y Hemoterapia y el de
Justicia en el Instituto Nacional de Toxicologia. Ya en 1968 obtuvo la plaza
de Profesor Agregado en la Universidad Complutense de Madrid.

Su vida universitaria transcurrié entre la Universidad Complutense y la
Universidad de Alcala. Fue Catedratico de Técnicas Instrumentales en la
Facultad de Farmacia de la Universidad de Alcal4d y Decano de la misma.

El Profesor Ortega fue un profesor ejemplar dedicado completamente a su
actividad docente, investigadora y de gestion y a su familia. Su huella en
ambas universidades, reconocida con numerosas distinciones, es indeleble.
Como profesor hay que resaltar su actividad en la direccion de trabajos de
investigacion, tanto Tesis Doctorales como de Licenciatura como en
publicaciones cientificas de reconocido prestigio. Discipulos suyos son
prestigiosos miembros de esta institucion como el Profesor D. Vicente
Vilas Sanchez y D. Benito del Castillo Garcia, ambos Decanos de las
Facultades de Farmacia de Alcald de Henares y Complutense de Madrid.

Recibié muchos reconocimientos entre los que cabe destacar el Premio
Extraordinario en la Licenciatura y Doctorado, la Medalla de Plata de la
Facultad de Farmacia, la Medalla de Oro del Colegio de Farmacéuticos de
Madrid, la Medalla de Plata del Consejo General de Colegios
Farmacéuticos de Espana y la Medalla de Oro de la Universidad de Alcala.
Fue Académico Correspondiente de la Academia Peruana de Farmacia y
Académico Correspondiente de la Academia de Ciencias Farmacéuticas de
Chile. Entre los reconocimientos que recibié debemos resaltar la Medalla
Carracido de Oro, maxima distincion que otorga la Real Academia
Nacional de Farmacia a Académicos y Cientificos de gran prestigio.

D. Manuel ingresé en la Academia el 24 de marzo de 1977 con un discurso
de ingreso titulado “Aspectos bioldgicos de las fitohemaglutininas”. Su
actividad investigadora en relacion con el tema que nos ocupa es
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significativa. Publicé diversos estudios de “screening” de plantas en busca
de actividad fitohemaglutinina. En este sentido publicé con Fernandez
Galiano y Dolara un amplio estudio con 375 especies espafiolas en el que
describié actividad fitohemaglutinina en 197 de ellas, destacando entre
otras, tres especies de Phlomis, P. purpurea, P. herba-venti y P. crinita.
Encontr6 también actividad en Myrtus communis y Sambucus ebulus.
Quiero resaltar aqui que de S. ebulus mi grupo ha aislado numerosas
proteinas nuevas pertenecientes a las categorias de homolectinas y
proteinas inactivadoras de ribosomas. Aqui se hace realidad un
pensamiento del genial compositor Bela Bartok: “Todo lo nuevo y
significativo debe basarse en las antiguas raices, aquellas raices
auténticamente fecundas que deben escogerse con gran esmero de entre las
que se limitan a sobrevivir”.
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JUSTIFICACION DEL TEMA ELEGIDO.

El magnifico discurso del Profesor D. Manuel Ortega Mata en su toma de
posesion se tituld “Aspectos bioldgicos de las fitohemaglutininas” y abordo los
aspectos fundamentales que en ese momento se poseia de estas proteinas
vegetales conocidas con mayor amplitud como lectinas. Su disertacion
actualiz6 los conocimientos sobre su aislamiento y caracterizacion, los
aspectos botanicos, su interaccion con los glébulos rojos, globulos blancos,
plaquetas y células tumorales. Resalto6 también los aspectos
microbioldgicos y parasitologicos que derivan de la especificidad de la
interaccion de estas proteinas con bacterias, micoplasmas y virus. Después
considerd las interacciones de las lectinas vegetales con células animales y
finalmente comentd sobre las posibilidades de las lectinas en la terapéutica
y la profilaxis.

Desde entonces este campo cientifico se ha desarrollado exponencialmente
y cobrado un interés extraordinario habida cuenta de que hoy en dia se
considera a las lectinas como herramientas fundamentales en el flujo de
informacion entre las células mediada por el denominado “cédigo de
azucares”, que constituye el codigo para poder investigar gran nimero de
mecanismos de transduccion de sefiales informativas entre células y tejidos
en lo que se ha dado en llamar “glicoémica funcional”. Ademas, las lectinas
estan profundamente implicadas también en la agricultura, la medicina y la
analitica.

Al considerar el tema de mi discurso de toma de posesion y en base a mi
experiencia de los ultimo treinta afios, decidi seguir la senda marcada por el
Profesor Ortega y desarrollar el tema de las lectinas con el titulo “Lectinas:
herramientas para el tercer cddigo bioldgico”. Coincido con €l que en este
tema es muy farmacéutico por lo que tiene de punto de convergencia de
diversas disciplinas farmacéuticas, desde la botdnica que marcd su
nacimiento hasta la biologia molecular pasando por la bioquimica, la
fisiologia, la microbiologia, la parasitologia, la farmacologia, la tecnologia
farmacéutica y la analitica, entre otras.

Para enmarcar el tema elegido en mi actividad investigadora he de decir
que mi experiencia en este campo arranca, al incorporarme al laboratorio
del Doctor D. David Vazquez bajo la direcciéon del Doctor D. Juan
Modolell en el Instituto de Bioquimica de Macromoléculas del Centro de
Biologia Celular C.S.I.C., con mis primeros trabajos en la biosintesis de
proteinas, en particular sobre el papel de la hidrolisis de GTP en la
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elongaciéon de las cadenas polipetidicas (Girbes y cols., 1976) y la
interaccion del factor de elongacion G con el ribosoma de Escherichia coli
(Girbes y cols., 1977a), asi como sobre el mecanismo de accidon de distintos
antibioticos sobre los ribosomas entre los que cabe destacar Ia
estreptomicina, el &cido fusidico, la neomicina y la paromomicina, entre
otros (Girbes y cols., 1977b).

Tuve entonces la ocasion de tomar contacto por primera vez con las
fitohemaglutininas, en concreto con dos fitohemaglutininas clasicas
extremadamente toxicas, la ricina de Ricinus communis L. y la abrina de
Abrus precatorius L., de las que, alla por 1972, se descubri6 su capacidad
inhibidora de la biosintesis de proteinas en los ribosomas eucaridticos por
Olsnes y Phil (Olsness y Phil, 1972). Estos autores demostraron que las dos
proteinas inhibian la biosintesis de proteinas en extractos acelulares de
lisados de reticulocitos de conejo dejando intacta la estructura de los
polisomas o poliribosomas, por lo que concluyeron que actuaban sobre la
elongacion de las cadenas polipeptidicas (Olsnes y Phil, 1972; Olsnes,
2004).

En el laboratorio de David Vazquez coincidi por primera vez con Sjur
Olsnes y su trabajo con ricina. Muchos afios después, en 2010, tuve el
honor de publicar con €l y en colaboracion con otros tres laboratorios, un
trabajo sobre una nueva lectina tetramérica del tipo (A-B), presente en la
planta Sambucus ebulus L. perteneciente a la familia de la ricina, que
manteniendo la actividad antiribosémica similar a la de la ricina, presenta
alteraciones substanciales en las cadenas B que reducen su actividad sobre
células intactas al seguir un transito intracelular distinto al seguido por la
ricina (Iglesias y cols., 2010). Esta proteina forma parte de la actividad que
detectdé hace afios el Prof. Ortega en un trabajo de ‘“screening” en
numerosas plantas realizado con su discipulo Angel Lopez Dolara a
mediados de los afos sesenta.

Voy a desgranar los conceptos basicos sobre las lectinas como
herramientas del tercer codigo biologico y dedicaré una parte a los aspectos
mas relacionados con mi experiencia investigadora.
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FLUJOS DE INFORMACION Y ALFABETOS
QUIMICOS

Decia Bernardo de Chartres que somos como
enanos a los hombros de gigantes. Podemos
ver mas, y mas lejos que ellos, no por la
agudeza de nuestra vista ni por la altura de
nuestro cuerpo, sino porgue somos levantados
por su gran altura.

Juan de Salisbury, Metalogicon, 1159, (111, 4)

Esta reflexion defendida por Isaac Newton en el mundo de la ciencia
reconoce que el trabajo de innumerables cientificos ha permitido el avance
discreto del conocimiento, jalonado por golpes de genialidad incubados en
los ambientes propicios, en momentos criticos de la historia, siempre
basados en las investigaciones anteriores. Ello ha permitido el ajuste y la
aparicion de nuevos paradigmas en la Ciencia.

Momentos estelares han sido los que han conducido al desciframiento de
los codigos de informacion biologica, que desempena un papel crucial en el
avance cientifico. Hoy es vital saber coémo se produce el flujo de
informacion en la materia viva para entender el complejisimo conjunto de
interacciones de las moléculas, las células y los tejidos entre si y con el
entorno y en consecuencia la respuesta biologica.

EL CODIGO GENETICO.

El final de la segunda guerra mundial dej6 un panorama excitante desde el
punto de vista cientifico. En el plano de la biologia irrumpia con toda
vitalidad la bioquimica y el intento de explicar la biologia en términos
moleculares. Los estudios sobre los acidos nucléicos y su funcion potencial
en la transmision de la informacion genética fue el primer impulso para
descifrar el codigo que utiliza la materia viva para replicarse.

Los notables estudios cristalograficos de Franklin y Rosling (Franklin y
Rosling, 1953), junto con los no menos notables de Wilkins, Stokes y
Wilson (Wilkins y cols., 1953), permitieron a Watson y Crick (previo
examen de las fotografias cristalograficas obtenidas por Rosalind Franklin
de la sal sodica del ADN de timo de carnero), proponer una estructura de
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tipo helicoidal del 4cido desoxirribonucleico, tipo helicoidal que ya habia
sido propuesto por Pauling y Corey (Pauling y Corey, 1953), pero que
como novedad proponia una hélice con dos hebras antiparalelas enrrolladas
entre si, presentando un apareamiento de bases por enlaces de hidrogeno
entre adenina y timina y guanina y citosina, siguiendo las reglas de
Chargaff. En el articulo de 1953 de Watson y Crick en Nature hay un
parrafo que resume la importancia del modelo propuesto, dice asi: “No se
nos escapa que el apareamiento especifico que hemos postulado sugiere
inmediatamente un posible mecanismo de copia para el material genético”
(Watson y Crick, 1953).

Desde este momento se inicid una frenética carrera para descifrar el codigo
genético. Se llego al conocimiento de que el acido desoxirribonucleico se
podia replicar in vitro y se descubrido que el acido ribonucleico ARN
participaba de alguna manera en el proceso. Crick propuso su papel central
en la transferencia de informacion entre el ADN vy las proteinas. Esto, junto
con los descubrimientos en paralelo sobre el ARN mensajero y los
incipientes estudios sobre el mecanismo de la biosintesis de proteinas, le
llevé a proponer el denominado “dogma central de la biologia”, consistente
en que el ADN contenia informacidén que se autoreplicaba y se transferia,
mediante el ARN mensajero a las proteinas en un proceso que se denominé
transcripcion.

Crick y otros investigadores pudieron determinar en 1961 que la
transferencia de informacion desde el ADN se realizaba mediante tripletes
de nucleotidos (Crick y cols., 1961).

En este momento se inicidé una busqueda frenética de los elementos que
podrian intervenir en el desciframiento. El descubrimiento experimental de
que el acido ribonucleico podia actuar como intermediario o mensajero de
la informacion entre el ADN y las proteinas significo un enorme avance.

A principios de los afios 60 se supo que las proteinas se sintetizaban en
particulas constituidas por acido ribonucleico y proteinas, particulas
denominadas posteriormente ribosomas, y se sentaron las bases para el
estudio molecular del mecanismo de la biosintesis de proteinas y como la
informacion contenida en el ADN era transferida a las proteinas para que
posteriormente estas ejerciesen su funcion estructural, enzimatica y
hormonal. Este proceso se denomino traduccioén. Se trataba de averiguar
como el codigo genético era descifrado en términos moleculares por los
ribosomas. En ello participaron en estos afios una pléyade de investigadores
muy notables que es imposible resefiar aqui.
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Como resultado del proyecto Manhattan se disponia de gran cantidad de
radioactividad y se decidié que podria ser util desde el punto de vista
analitico para el estudio de los procesos biologicos y podria permitir la
preparacion de biomoléculas marcadas con isétopos radioactivos.

La administracion aminoacidos radioactivos permitid determinar que la
radioactividad se acumulaba en las particulas ribonucleoproteicas
conocidas como ribosomas. Entonces el grupo de Paul Zamenick empezo a
utilizar sistemas acelulares y encontr6 la radioactividad de los precursores
aminodcidicos en las proteinas (Zamecnik y cols., 1956). Este hito
fundamental en el uso de sistemas acelulares para estudiar los procesos
biosintéticos in Vvitro, supuso un paso de gigante para profundizar en el
estudio del mecanismo de biosintesis de proteinas y de como la
informacién contenida en los dcidos nucléicos podria traducirse en
proteinas.

Zamenick, en colaboracion con Hoagland descubri6 que, en efecto, existian
unas moléculas de ARN que en presencia de adenosin trifosfato formaban
un complejo ternario (Hoagland y cols., 1956). Este complejo permitia la
activacion del aminodcido para poder participar en el proceso de biosintesis
de proteinas. Este ARN de transferencia era el que habia predicho Crick.

Poco después de que Francis Crick propusiera el dogma central de la
biologia, propuso también que deberia existir algin tipo de intermediario
entre la informacion contenida en el ARN mensajero y las proteinas. Jacob
y Monod descubrieron que la informacidén contenida en el ADN vy el sitio
de sintesis de proteinas, el ribosoma, se transportaba mediante un ARN
metastable que denominaron ARN mensajero (Jacob y Monod, 1961).

Uno de los avances mas significativos en la carrera por el desciframiento
de este primer codigo del flujo de informacion biologica, se produjo
cuando Severo Ochoa y Marian-Grunberg Manago descubrieron que un
enzima aislado de Azotobacter vinelandii catalizaba la sintesis de
polinucleotidos altamente polimerizados (Grunberg-Manago y cols., 1956).
Ello permiti6 a Ochoa la consecucion del premio Nobel de Medicina y
Fisiologia en 1959 junto a su discipulo Arthur Kornberg.

En paralelo, Niremberg y Matthaei utilizaron &cido poliuridilico sintetizado
con este enzima y extractos acelulares de la bacteria Escherichia coli para
determinar que este polinucledtido sintético permitia la sintesis de
polifenilalanina (Nirenberg y Matthaei, 1961). Por lo tanto, se concluyo
que el triplete UUU codificaba a la fenilalanina. De manera simultanea,
Govind Khorana, entre otros, sintetizd tripletes de nucleotidos que
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permitieron el desciframiento del codigo genético. Por ello obtuvo el
Premio Nobel de Medicina en 1968 junto a Holley y Nirenberg por, como
dijo la Academia literalmente, “su interpretacion del cédigo genético y su
funcidn en la sintesis de proteinas”.

El descubrimiento de que determinados virus contenian ARN en vez de
ADN llevé al planteamiento de como podria traducirse la informacion
contenida en el material genético de dichos virus una vez infectadas las
células. Se descubrid que el proceso de transcripcion de ADN a ARN, un
paso clave del “dogma”, podria revertirse mediante un enzima denominada
transcriptasa en reverso o retrotranscriptasa que permite la sintesis de ADN

utilizando como molde el ARN viral. Un ejemplo clasico es el conocido
virus del SIDA.

EL CODIGO DE AZUCARES Y LA GLICOMICA.

La comunicacion celular se produce en términos moleculares. A las
biomoléculas informativas acidos nucl€icos y proteinas, hoy hay que anadir
los azucares en todas sus formas, monomeros, oligdmeros y polimeros. Los
azucares son la fuente de energia que rige nuestras células, suponen los
compuestos biologicos poliméricos mas abundantes en la Naturaleza, como
celulosa y quitina, y estan en la superficie de todas las cé¢lulas formando
parte de glicoproteinas y glicolipidos. Ello ha llevado a acuiar el término
“glicobiologia” que recoge el conjunto de fendmenos relacionados con los
azlcares en el metabolismo celular y tisular.

Los aztcares sencillos son las letras del alfabeto de un nuevo lenguaje que
trata de explicar como interaccionan las celulas intercambiando
informacién de todo tipo. En este sentido pueden considerarse como el
“tercer codigo o alfabeto de la vida” que se afiade al primero, los
nucledtidos y al segundo los aminoacidos (Kaltner y cols., 2019).

Dada la alta densidad de glicanos en la superficie celular en forma de
glicoproteinas y glicolipidos, los glicanos constituyen una via muy
poderosa para presentar sefales de reconocimiento celular en un espacio
minimo (Gabius, 2009). La lectura de estas sefiales informativas se
convierte en sefiales celulares.

Las letras basicas del tercer alfabeto de la vida son las siguientes: Glucosa
(Glc), Galactosa (Gal), Manosa (Man), o-L-fucosa (Fuc), N-
acetilglucosamina (GIcNAc), N-acetilgalactosamina (N-Ac-Gal), Xilosa
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(Xyl), a. glucuronico (GlcA), 4. a-L-idurdnico (IdoA), L-arabinosa (Ara),
a-L-ramnosa (Rha), 4. 2-ceto-3-desoxi-a-manooctulosonico (Kdo) y a. 5-
N-acetil-a-neuraminico (Neu5AcGIcNAc) (Figura 1). El lenguaje que se
puede escribir con este alfabeto mediante la adicion de azacares diferentes
en la misma cadena, la ramificacidon y la formacion de glicoconjugados es
enorme y esta presente de una u otra manera en todo tipo de organismos.

En comparacion con los otros dos alfabetos, el alfabeto de azucares es
superior en capacidad de codificacién ya que las posiciones aceptoras de
una desoxirribosa en los 4cidos nucléicos y de un aminoacido en las
proteinas son dos, mientras que en cada monosacdrido son cuatro. En
palabras de Winterburn y Phelps “los carbohidratos son ideales para
generar unidades compactas con propiedades informacionales explicitas
dado que las permutaciones de los enlaces son mayores que las que se
alcanzan con los aminoacidos y con la capacidad de ramificacion”
(Winterburn y Phelps, 1972).

Comparativamente, en términos de capacidad de codificacion, el numero de
combinaciones de seis letras (mondmeros) para constituir una palabra
(oligdbmero) es de 4.096 en oligonucledtidos, 6,4 -10° en péptidos y
1,44-10" en los sacaridos (Laine, 1997). Claramente la difusion de la
informacion contenida en el ADN se va amplificando segun pasamos de un
alfabeto a otro.

A diferencia de los acidos nucléicos y de las proteinas que necesitan un
molde para copiar la informacion, la sintesis de los glicanos depende de
muchos factores que estan controlados por el ambiente celular, como son la
disponibilidad de substratos donadores y aceptores, los trasportadores y los
enzimas en el contexto del microambiente local, lo cual permite una gran
cantidad de cambios dinamicos simultineos y ordenados altamente
regulados. La altisima variabilidad estructural que se genera determina el
perfil glicomico celular y por tanto las interacciones entre las células.
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Figura 1. Letras del tercer alfabeto. Las flechas indican las posiciones aceptoras que
permiten una amplisima gama de modificaciones, incluida la ramificacion, para generar
una multitud de estructuras (adaptado de Kaltnery cols., 2019).

El enorme caudal de informacion que contiene el perfil glicomico de una
célula debe ser descodificado por moléculas capaces de “comprender
dicha informacion y transmitirla al interior celular para desencadenar los
efectos moleculares oportunos. Dichas moléculas son las lectinas, proteinas
capaces de interaccionar con los polisacaridos de las glicoproteinas y
glicolipidos de la superficie celular. Esta actividad lectina depende de la
presencia de sitios especificos de union a azacares que definen la
especificidad de las lectinas. Estos sitios se denominan dominios de
reconocimiento de carbohidratos (CRD de: carbohydrate recognition
domain”).

La amplisima diversidad de los glicanos debe tener una contrapartida en
proteinas que la puedan interpretar y asi definir un espectro de respuestas
funcionales dependientes del reconocimiento glicano-proteina. Estos sitios
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CRD se generan al plegarse las lectinas y conformar moléculas activas. Por
lo tanto, vienen definidos por la informacion codificada en el ADN y que
es transmitida en forma de estructura proteinica. El avance en la
investigacion de la denominada “glicomica funcional” ha sido y es posible
gracias a la disponibilidad de lectinas de todos los origenes, tanto de
plantas, hongos y animales, que han sido y son utilizadas como
herramientas analiticas.

BREVE RESUMEN HISTORICO DE HITOS RELEVANTES EN LA
INVESTIGACION SOBRE LAS LECTINAS.

Voy a presentar un pequefio resumen histérico de los hitos mas importantes
en relacion con la investigacion sobre las lectinas, para despu€s pasar a
considerar diversos aspectos de interés de estas proteinas, su significacion e
importancia y sus aplicaciones.

La historia de la investigacion sobre lectinas arranca aproximadamente en
1860 cuando Michell observd ‘“coagulacion” sanguinea por veneno de
serpiente (Mitchell, 1860), que luego se demostr6 que en realidad no era
coagulacion si no agregacion celular por una proteina que se llamo
aglutinina.

En 1888, en el laboratorio de Kobert en Dorpat (Tartu, Estonia), Stillmark
trabajando sobre ricina una proteina presente en las semillas del ricino de la
que hablaremos posteriormente, observod que esta proteina aglutinaba los
eritrocitos (Stillmark, 1988).

El término “fitohemaglutinina” fue introducido en 1898 por Elfstrand para las
proteinas de plantas capaces de aglutinar los eritrocitos (Elfstrand, 1898).
Entre 1902 y 1909 se desarrolld una intensa actividad investigadora que
permitid descubrir diversas proteinas en bacterias y plantas con capacidad
aglutinante de células sanguineas.

En 1913, Kobert introdujo una mejora experimental en la investigacion con
lectinas, al utilizar por primera vez células intactas para el aislamiento de
ricina y confirmo sin lugar a dudas que se trataba de una proteina (Kobert,
1913).

Entre 1919 y 1936, Sumner llevdé a cabos numerosos estudios sobre la
concanavalina A, que permitieron su cristalizaciéon y clasificacion como
globulina que precipitaba el almidon, el glucogeno y las mucinas (Sumner y
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Howell, 1936). Entre 1941 y 1952 se detectaron las aglutininas viricas y se
investigaron las interacciones entre distintas lectinas y los grupos sanguineos.

En 1954 Boyd introdujo el término lectina (Boyd, 1954), y desde entonces el
estudio de este tipo de proteinas adquirié una gran importancia en distintos
campos de la Biologia. Un hito importante desde el punto de vista
experimental fue la introduccion de la cromatografia de afinidad para el
aislamiento de lectinas de todo tipo, la determinacién de la secuencia de
aminodacidos, su estructura tridimensional y la deteccion de la actividad
insecticida de algunas lectinas y, mds recientemente, el aislamiento de
lectinas de tumores.

Desde el punto de vista de las técnicas instrumentales, en los Gltimos 25 afios
se han realizado enormes avances que han permitido por ejemplo el analisis
ultraestructural de complejos lectina-ligando por resonancia magnética
nuclear en 1995 y la profundizacion en el estudio de la seleccion diferencial
de conférmeros por lectinas de plantas, animales y hongos. En estos estudios
han destacado los laboratorios de Hans-Joachim Gabius en el Instituto de
Quimica Fisiolégica de la Universidad de Munich, Alemania y de Irvin
Goldstein en el Departamento de Quimica Biologica de la Universidad de
Michigan en Ann Arbor, E.E.U.U., con el que tuve el honor de publicar en
1997 una nueva lectina tetramérica de corteza de Sambucus nigra que resulto
ser especifica de acido sialico.

La denominada por los especialistas “lectinologia” es una especialidad muy
amplia y novedosa. Una busqueda actual en la base de datos Web of Science
con la palabra clave “lectin” rinde mas de 75.000 trabajos recogidos desde
1954 que abarcan todos los aspectos sobre estas importantes proteinas y en
un crecimiento exponencial.

El papel de las lectinas en el reconocimiento celular viene definido por dos
aspectos, especificidad y afinidad, ambos extraordinariamente regulados y
que en conjunto determinan la actividad y funcion biologica de las lectinas.

De acuerdo con Gabius se pueden definir seis niveles de regulacion de la
afinidad de las lectinas por los glicanos, de complejidad creciente (Gabius,
2011). El primero estaria en la interaccion de la lectina con mono y
disacaridos. El segundo estaria en la interaccion de la lectina con los
oligosacaridos incluyendo ramificaciones y substituciones. El tercer nivel
estaria relacionado con la forma del oligosacarido y su flexibilidad
conformacional. El cuarto nivel se relacionaria con los pardmetros espaciales
que tiene que ver con el efecto agregado de las cadenas de glicano. El quinto
nivel estaria relacionado con el efecto agregado de cadenas de glicano
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distintas y vecinas presentes en la misma glicoproteina o en complejos
glicoproteina-glicolipido (ejemplo: los complejos integrina-ganglidsido).
Finalmente, el sexto nivel estaria relacionado con el efecto agregado de
distintos glicoconjugados sobre la superficie en vecindad espacial que
permitiria formar microdominios de union.

Estos niveles de regulacion de la afinidad determinan la interaccion final
glicano-proteina. Asi, mientras los valores de afinidad de las lectinas por los
monosacaridos tienen una constante K de alrededor de 107, la afinidad por
los oligosacaridos y los glicanos complejos estd entre 10° y 10°. En
comparacion, los anticuerpos tienen constantes de afinidad Kp de 10® - 107,

Con estas posibilidades de modulacion de la afinidad en la interaccion
glicano-lectina puede haber diversas intensidades en las sefiales que
determinen el efecto celular. Las fluctuaciones de la interaccion glicano-
lectina tanto extra como intracelulares influyen decisivamente en la
transmision de la sefial informativa especifica que lleva a la regulacion de las
actividades intracelulares.
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DISTRIBUCION Y TIPOS DE LECTINAS.

Las lectinas estan presentes como hemos comentado en una gran variedad
de organismos habiéndose encontrado en plantas, microorganismos,
animales vertebrados e invertebrados, hongos y virus (Sharon y Lis, 2004;
Van Damme y cols., 2011; Barondes y cols., 1994; Loh y cols., 2017).

Se conocen una gran cantidad de lectinas, particularmente de plantas, lo
que ha permitido todo tipo de estudios estructurales y funcionales. Mientras
que en mamiferos se tiene una idea de la funcion de muchas de las lectinas
en procesos celulares tales como adhesidon, migracion, sefializacion,
apoptosis, etc., la funcion en las plantas y los hongos es menos conocida.
No obstante, en plantas hay hipdtesis sobre un papel de proteccion frente a
parasitos y hongos (Van Damme y cols., 2011) y sobre las respuestas de las
plantas al estrés hidrico, la congelacion, los toxicos y la radiacion solar
(Tsaneva y Van Damme, 2020).

Las lectinas pueden clasificarse de diversas maneras, por su localizacion
subcelular, por su estructura molecular, por su secuencia de aminoacidos y
por su abundancia. La clasificacion mas actualizada y que permite
comprender mejor la naturaleza de estas proteinas es la basada en su
estructura molecular (figura 2). Asi, las lectinas pueden clasificarse en: 1)
merolectinas, aquellas que contienen un solo dominio de fijacion de aztcar;
2) hololectinas, las que tiene mas de un dominio de fijacion del mismo
azucar; 3) las superlectinas, las que tiene mas de un dominio de fijacién de
azucar diferente; 4) quimerolectinas, las que tiene un dominio de fijacién
de aztcar ligado a otro dominio de proteina con actividad biologica, a
menudo enzimatica.

Merolectinas @@ Dominios de
fijacidn de azdcar
Quimerolectinas QDQ—

Figura 2. Clasificacién de las lectinas en funcion de su tipo de estructura y dominios
de fijacion de azUcar y otra actividad bioldgica.
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En el caso de las quimerolectinas, la clasificacion se puede ampliar a las
de origen vegetal usualmente del tipo A-B y a las de origen bacteriano
del tipo A-Bs, en donde A es una actividad enzimdtica y B una lectina.
Como ejemplos de las primeras estan ricina, abrina y ebulina y de las
segundas la toxina Shiga y las toxinas parecidas a la toxina Shiga (SLT).
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LECTINAS DE MICROORGANISMOS

Bacterias, virus, hongos y parasitos poseen lectinas en su superficie que se
denominan adhesinas, que desempefian un papel importante en su
patogenecidad ya que interaccionan y colonizan las mucosas lo que
conlleva la aparicidon de lesiones en los tejidos infectados. Participan en la
fagocitosis mediando el reconocimiento de determinantes no inmunes y de
la adhesi6n celular (Sharon y Lis, 2004).

Entre los microorganismos importantes desde un punto de vista patogénico
que poseen lectinas en su superficie se encuentran Bordetella pertussis,
Borrelia burgdorferi, Escherichia coli, Leishmania amazonensi,
Micoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori,
Listeria  monocitogenes,  Mycobacterium  tuberculosis,  Neisseria
gonorrhoeae, Plasmodium falciparum, Staphylococcus aureus vy
Tripanosoma cruzi.

Determinados virus poseen también lectinas en su superficie que les
permiten interaccionar con sus células blanco. Un ejemplo ilustrativo lo
ofrece el virus de la influenza que posee una lectina que reconoce restos de
acido sidlico terminales de polisacaridos de la superficie de las células.

Algunas bacterias producen y liberan al medio toxinas del tipo A-Bs
extremadamente toxicas que atacan a los rifiones y producen lesiones que
pueden llegar a ser mortales (Jacewicz y cols., 1986). Mientras que la
cadena A de las lectinas vegetales es una N-glicosidasa del ARN
ribosomico, la cadena A de las lectinas bacterianas es una cadena
polipeptidica que se hidroliza por la endopeptidasa furina, en las etapas
iniciales de la endocitosis probablemente en los endosomas y el aparato de
Golgi trans, en dos fragmentos A1 y A2 unidos por un puente disulfuro. La
cadena Al es la que retiene la actividad catalitica de ADP ribosilacién
dependiente de NAD del factor de elongacion 2 (EF-2) en un aminoacido
especial denominado diftamida, derivado de la histidina, y el dominio de
interaccion con el ribosoma. Este mecanismo de accion es compartido por
otras toxinas bacterianas como la toxina diftérica y la toxina de
Pseudomonas aeruginosa.

Las cadenas B de la toxina Shiga se unen a la parte de glicano del
glicoesfingolipido globotriaosylceramide Gb3 (globosido trisialo) en la
cara externa de la membrana de las células blanco en las células
endoteliales (Jacewicz et al., 1986; Engedal y cols., 2011).
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Las lectinas juegan también un papel central en la union de las bacterias
fijadoras de nitrogeno del género Rhizobium con las raices de las plantas
(Van Damme y cols., 2011).
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LECTINAS ANIMALES

La presencia de lectinas en animales se conoce desde principios del siglo
XX. La intensa investigacion sobre las lectinas en animales ha permitido un
extraordinario crecimiento de esta rama de la lectinologia que implica a
muy diversas disciplinas, en particular a la Biologia Celular.

La primera lectina de origen animal que se aislé fue una presente en la
anguila que resultod ser especifica de L-fucosa (Watkins y Morgan, 1952).
A mediados de los setenta del siglo pasado solo se habian aislado y
caracterizado tres lectinas, de la anguila, del caracol y del cangrejo
cacerola. Una de las lectinas de la anguila eléctrica resultd ser una lectina
especifica de galactosa y dio lugar a la familia de las galectinas (Teichberg
y cols., 1975).

Desde entonces se han aislado y caracterizado una gran cantidad de lectinas
que se clasifican como se indica en la tabla 3. Por su importancia en los
procesos de comunicacion intercelular vamos a centrarnos Unicamente en
dos familias de lectinas que por su importancia han concentrado una gran
cantidad de investigaciones, como son las galectinas y las siglecs.

Tabla 1. Lectinas animales agrupadas en familias.

Familias de Ligando sacarido Localizacion | Estructura del
lectinas tipico en la célula dominio
lectina
Calnexina y Glc;Many ER B-“sandwich”
Calreticulina
Lectinas tipo M | Mang ER B-“barrel”
Lectinas tipo L | Varios ER, aparato de | B-“sandwich”
Golgi
Lectina tipo P | Man-6-fosfato Ruta de B-“barrel”
secrecion
Lectinas tipo C | Manosidos, Unidas a Mezcla o/ /
galactésidos, acidos | membrana y lectinas
sidlicos y otros extracelular parecidas a las
de tipo C
Lectinas de tipo | B-galactosidos Citoplasma, B-“sandwich”
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S. Galectins extracelular
Lectinas de tipo | Acido sialico Unidas a B-“sandwich”
I. Siglecs membrana
Lectinas tipo R | Varios Aparato de Hoja de trébol
Golgi, unidas a |
membrana
Lectinas de tipo | (GlcNAc), Citoplasma B-“sandwich”
F
Lectinas de tipo | GIcNAc, N-Ac-Gal | Unidas a ND
fibrin6geno membrana,
extracelular
Lectinas de tipo | Quito-oligosacaridos | Extracelular a/P “barrel”/
Chi TIM
Lectinas de tipo | Oligosacaridos Extracelular B-“sandwich”
F terminados en fucosa
Intelectinas Galactosa, pentosas | Unidas a Varias
galactofuranosa, membrana, estructuras
extracelular
Annexinas Glicosaminoglicanos, | Unidas a ND
heparina y sulfato de | membrana
heparina

" TIM-"barrel”: plegamiento en forma de barril con ocho a-helices y ocho bandas B paralelas
que se alternan a lo largo de la estructura polipeptidica. TIM deriva de la estructura de la triosa
isomerasa. N-Ac-Gal: N-acetilgalactosamina; Glc, glucosa; GIcNAc: N-acetilglucosamina;
Man: manose; ND, No determinada; ER: reticulo endoplasmico.

Al igual que en vegetales, en animales existen diversos tipos de lectinas de
localizacién citoplasmatica y nuclear. Desde 2001 se conocen miembros de
la familia HSP70 que se localizan en el nucleo, son capaces de fijar O-
NAc-glucosamina y parecen estar implicadas en el transporte nuclear de
proteinas glicosiladas y en el control de la calidad de las proteinas (Lannoo
y Van Damme, 2010).

LAS LECTINAS COMO MOLECULAS DE RECONOCIMIENTO
CELULAR.
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La interaccion de las lectinas con los carbohidratos de la superfice celular
media procesos de reconocimiento que se traducen en la adhesion necesaria
para el proceso de infeccion por bacterias, virus y pardsitos y de
intercambio de informacién entre las células animales (figura 3).

Interior celular
Interior celular
Interior celular

E".’——‘-x\ Y ToXina
T == Aricina)
— s lectina

~
\/_t@ asialoproteina

Figura 3. Interacciones lectina-carbohidrato en la superficie celular. A: interaccion
de virus, bacterias, protozoos (parasitos), toxinas (ricina), lectinas libres, asialoproteinas,
etc. B: Interaccion de células vecinas mediante interaccion de carbohidratos de la
superficie celular con lectinas de la célula adyacente.

La interaccion provoca procesos celulares que van desde la invaginacion de
la membrana para la internalizaciéon del microorganismo y de proteinas
como toxinas, lectinas y sialoproteinas, entre otras, hasta la comunicacion
entre células vecinas del mismo tejido. Este ultimo caso podria estar
relacionado con la inhibicidon por contacto que aparece en el crecimiento de
las células tumorales en donde se altera la localizacion de los receptores de
lectinas y, en consecuencia, el intercambio de informacion que produce al
final la pérdida de la inhibicion por contacto.

Las lectinas de las plantas estan relacionadas con los procesos de defensa
frente a microorganismos patdogenos, parasitos e insectos, asi como los
procesos de interaccion especifica que permite la asociacién de bacterias
fijadoras de nitrogeno en las leguminosas.

En los animales se han estudiado numerosos procesos bioldgicos en los que
median las lectinas. Asi, las chaperonas calnexina y calrreticulina son
especificas del reticulo endoplasmico que dependen de la concentracion
citoplasmatica de calcio e interaccionan con dominios hidrofébicos
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expuestos impidiendo la agregacion insoluble de las cadenas polipeptidicas
lo que permite su conformacion nativa correcta (Eggleton y cols., 2016;
Yadav y cols., 2019).

Otra lectina del reticulo endoplasmico es ERGIC-53. Esta lectina es
especifica de manosa y opera como transportador de glicoproteinas desde
el reticulo endoplasmico hasta el compartimento intermedio del aparato de
Golgi, determinando de esta manera los transportes retrogrado y
anterégrado, asi como la acumulacion de proteinas en el reticulo
endoplasmico de dichas glicoproteinas (Chen y cols., 2013).

Un grupo de lectinas denominadas colectinas y dectinas estdn relacionadas
con la inmunidad innata y actan sobre microbios favoreciendo su
fagocitosis y destruccion (Murugaiah y cols., 2020). La molécula de
colectina consta de tres cadenas polipeptidicas entrelazadas conformando
una triple hélice. Cada cadena posee un dominio de fijacién de azicar que
le permite la fijacién de polisacéridos especificos.

Se han descrito diversos tipos presentes en los distintos tejidos. En la
inmunidad innata hay lectinas que reconocen polisacaridos presentes en la
superficie de hongos patégenos como Candida albicans y Pneumocystis
carinii. Entre ellas estan dectina 1 que reconoce B(1-3) glucanos y dectina 2
que reconoce o mananos presentes en la superficie del hongo. Dectina 1
reconoce Pneumocystis carinii. La interaccion lectina-polisacarido
promueve procesos tales como fagocitosis y produccion de radicales libres
como las especies reactivas del oxigeno (Saijo y Iwakura y cols., 2011).
También relacionada con la inmunidad innata esta la lectina receptora de
manosa de los macrofagos que participa en la eliminacién de hormonas
glicoprotéicas.

Un grupo de lectinas denominadas selectinas estdn relacionadas con los
linfocitos, tanto en la adhesion de los linfocitos circulantes a las células
especializadas dentro de los 6rganos linfoides como en el trafico a los sitios
de inflamacion (McEver, 2015).

Como vemos, el desarrollo de la glicomica ha permitido explicar muchos
procesos de interaccion celular y reconocimiento tanto extra como
intracelular. Dos de las familias mas importantes implicadas en los
fendmenos de reconocimiento celular en las células animales son las
galectinas y las siglecs.

GALECTINAS.
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El término galectina se introdujo en 1994 como “miembro de una familia
de proteinas con afinidad por f-galactésidos y similitud secuencial de
aminoacidos en el sitio de fijacion de azlcar” (Barondes y cols., 1994). Las
galectinas incluyen un grupo de proteinas animales y algunas de hongos
que cumplen estos criterios. El estudio de la estructura y funcion de estas
proteinas ha venido a llamarse “galectinomica” (Cooper, 2002). Estas
lectinas son las denominadas en terminologia antigua las lectinas de tipo S.

Se descubrieron utilizando una tecnologia similar a la utilizada para las
lectinas vegetales, esto es, la cromatografia de afinidad de extractos de
tejidos animales mediante resinas con cadenas de P-galactosidos unidos
covalentemente que selectivamente fijan las proteinas con capacidad de
lectina de galactosa. La elucion se realiza con lactosa o asialofetuina.
Dentro del grupo de galectinas se recogen hoy en dia numerosas lectinas
conocidas anteriormente y denominadas con otros nombres pero que

cumplen con los criterios para ser clasificadas como galectinas (Yang y
cols., 2008).

Las galectinas tienen caracteristicas tipicas de las proteinas del citosol, son
sintetizadas sin peptido sefial y estan acetiladas en el extremo N-teminal.
Algunas pueden estar fosforiladas, pero no parece que sufran procesos de
modificacion post-traduccional. Desde el citosol las galectinas son dirigidas
hacia el nacleo u otros destinos subcelulares, asi como al exterior de la
célula por un proceso de secrecidon no clasico que no requiere paso por el
reticulo endopldsmico rugoso y el aparato de Golgi.

Los ligandos de las lectinas mas importantes presentes en la superficie de
las células de mamifero son los N-glicanos ramificados que se encuentran
formando parte de las moléculas de la membrana. La interaccién de las
galectinas con los glicolipidos y las glicoproteinas de la membrana forma
un enrejado en la superficie celular responsable de la modulacion de
muchos procesos bioldgicos.

Las galectinas poseen uno o dos dominios de fijacion de aziacar CRD

dentro de una unica cadena polipeptidica. En la figura 4 se presentan los
tres tipos de galectinas segun su estructura (Boscher y cols., 2011).
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Figura 4. Tipos de galectinas. Las prototipicas poseen un dominio CRD pero pueden
formar dimeros (izq.); las quiméricas poseen un dominio CRD y una porcion de proteina
N-terminal sin actividad lectina responsable de la oligomerizacion hasta formar
pentameros (cent.); las de tdindem son equivalentes a las prototipicas cuando se dimerizan
y poseen dos dominios CRD. (adaptada de Boscher y cols., 2011).

Las galectinas con un CRD se denominan prototipicas (galectinas 1, 2, 5, 7,
10, 13, 14 y 15), las que contienen un CRD y un dominio N-terminal no
lectina, que le permite la oligomerizacion hasta formar pentdmeros, se
denominan quiméricas (galectina 3) y las que poseen dos CRD se
denominan en tandem (galectinas 4, 6, 8, 9y 12).

El sitio CRD de las galectinas es una estructura 3 en forma de “sandwich”
de unos 135 aminoacidos. Las dos estructuras estan un poco dobladas con
seis tramos formando una concavidad (S1-S6) y 5 tramos formado una
convexidad (F1-F5). En la concavidad se puede alojar hasta un
tetrasacarido lineal. En este sitio pueden definirse 4 subsitios A, B,Cy Dy
un subsitio de menor afinidad E (figura 5). Los subsitios C y D son los
nucleos de fijacion del disacarido en donde una molécula de lactosa
interacciona con los aminoacidos de los subsitios C y D. Los subsitios C y
D pueden fijar también otros disacaridos naturales como los indicados en la
figura 5.
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Figura 5. Sitios de fijacion de las galectinas. La proteina presenta cuatro subdominios
(A-D) de fijacion de los terminales de carbohidrato conteniendo galactosa y un subsitio
menos definido (E). Los subsitios C y D constituyen el denominado sitio nucleo de
fijacion indicado por un rectangulo. (adaptada de Leffler y cols., 2004).

Las relaciones entre los dominios CRD y la actividad biologica de las
galectinas es extremadamente compleja por diversos factores entre los que
cabe considerar la capacidad de oligomerizacion y la posibilidad de que las
galectinas se unan simultaneamente a una serie de receptores distintos que
a su vez disparen sefiales celulares distintas.

Los estudios sobre la estructura tridimensional de las lectinas en los Gltimos
treinta afios han revelado una sorprendente similitud de la estructura
terciaria de lectinas de diferentes fuentes a pesar de las diferencias en su
estructura primaria. La disposicion espacial consiste en un enrrollamiento
generado por el plegamiento de la proteina en forma de cadenas de
conformacion B antiparalelas, distribuidas en dos hojas plegadas . En la
figura 6 se pueden observar las estructuras de las galectina humana 1
(homodimero), 3 (mondémero) y 7 (mondmero).

- r
o

Galectinal humana Galectina3 humana Galectina 7 humana
(homodimero) (mondmero) (monémero)

Figura 6. Estructuras tridimensionales de tres galectinas humanas, 1, 3y 7. La
distribucion de las cadenas p conforma una estructura que se repite en diversas lectinas
animales (ej. proteina amiloide del suero), vegetales (ej. concanavalina A) y proteinas sin
actividad lectin (ej. sialidasa de Vibrio cholerae). (gal 1 y 7 adaptada de Sharon y Lis,
2004; gal 3 adaptada de HGNC ID: HGNC:6563).
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Las galectinas 1 y 7 son prototipicas, mientras que la galectina 3 es
quimérica lo que le permite formar pentameros. Tanto las estructuras
cuaternarias de la galectina 1 como la 7, se forman por interacciéon no
covalente entre las cadenas polipeptidicas.

El enrejado creado por la interaccion de las galectinas con los N-glicanos
de la superficie celular genera una gran cantidad de sefiales que afectan
practicamente a toda la actividad celular. Como se indica en la figura 7 las
galectinas 1, 4, 8 y 9 interaccionan con diferentes glicolipidos,
especialmente el gangliésido monosialo 1 (GM1), favoreciendo su
asociacion con microdominios “rafts” de lipidos (Lingwood y Simons,
2010), y pueden estar implicados en la formacion de los propios “rafts”, el
trafico intracelular de las proteinas a la superficie apical de las células
epiteliales y la migracion celular.

Interaccién con glicolipidos: Interaccién con receptores glicoproteicos: - ) \
organizacién de rafts y trafico  sefializacién por citoquinasy actividad de l integrina /(‘“ galectina pentamero
intracelular los receptores

V B '>|/"“'~x." ﬂ receptor i galectina mondémero
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Interaccion con integrinas:
adhesidn, migracion y apoptosis

Figura 7. Regulacion de la sefializacion celular por el enrejado de galectinas. Las
galectinas en forma pentamérica pueden interaccionar con glicolipidos, glicoproteinas
con funcién receptora y con integrinas y matriz extracelular. Las lectinas monoméricas

interaccionan con glicolipidos y glicoproteinas receptoras. (adaptado de Boscher y cols.,
2011).

Por otro lado, la interaccion de las galectinas con receptores glicoproteicos
modula la sefializacion celular por citoquinas y la propia actividad de los
receptores. La interaccion de determinadas galectinas y el glicocalix afecta
a los procesos de adhesion y migracion celular, asi como a la apoptosis. Las
galectinas presentan una combinacion de actividades intra y extracelulares
muy compleja. Incluso la misma galectina puede actuar en varios sitos y en
varios procesos. Ello abre un amplio panorama de estudio que afecta a un
gran numero de procesos.
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En base a los estudios realizados in vitro con cultivos celulares se han
propuesto distintas funciones bioldgicas para el organismo In Vivo, por
ejemplo, en la regulacion de la inmunidad y la inflamacién (Almkvist y
Karlsson, 2004; Levroney y col.,, 2005; Rabinovitch y cols., 2004), la
progresion del cancer (Yang y cols., 2008) y procesos de desarrollo (Chan
y cols., 2006).

La regulacion de la interaccion de las galectinas con el glicocalix es de
enorme importancia por lo que la deficiencia en la descodificacién de la
informacion contenida en los N-glicanos por las galectinas esta implicada
en el funcionamiento alterado de las células y por lo tanto estd implicada
también en numerosas patologias (An y cols., 2009).

SIGLECS.

Las siglecs son una familia de lectinas parecidas a las inmunoglobulinas y
que fijan acido sialico (“sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins”)
que acthan como receptores reguladores inmunes localizados
predominantemente en la superficie de las células del sistema
hematopoyético (Lin y cols., 2021) y del sistema nervioso (Bornhofft y
cols., 2018; Linnartz-Gerlach y cols., 2014). Las siglecs transducen senales
para regular las actividades inmunologicas e inflamatorias de estas células.

Se han identificado 15 siglecs humanas con contenido peptidico diferente
(Figura 8). Todas las siglecs poseen un dominio variable (V) de
inmunoglobulina extracelular, que es el que media el reconocimiento del
acido siadlico presente en los diferentes glicoconjugados que pueden
conducir a la activacion o a la inhibicion de la respuesta dependiendo de la
siglet de que se trate, y dominios parecidos a los C2 de las
inmunoglobulinas. El nimero de segmentos C2 varia desde 1 (siglet 3)
hasta 15 (siglet 1).
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Figura 8. Estructura de las siglecs que se expresan en seres humanos. (basada en la
clasificacion de Bornhofft y cols., 2011). ITIM: inmunoreceptor con motivo inhibidor
basado en tirosina. GrB2: proteina unida a factor de crecimiento.

e

Las siglecs pueden ser activadoras e inhibidoras del sistema inmune. Las
siglecs inhibidoras contienen los denominados motivos ITIM (“immune
receptor tyrosine-based inhibitory motif”) que desactivan motivos
activadores que inician la respuesta inmune denominados ITAM (“immune
receptor tyrosine-based activation motif”). Las siglecs 14, 15 y 16 que no
poseen dominios citoplasmaticos producen activacion mediante la
interaccion con la proteina DAP 10/12 (Mrs 10-12KD) que incluye un
dominio ITAM requerido para la produccion de citoquinas proinflamatorias
(Crocker y cols., 2007).

Las siglecs se localizan también en algunos casos en células no
hematopoyéticas como en el caso de la galectina 4 que se localiza

preferentemente en las células de Schwann y en los oligodendrocitos
(Crocker y cols., 2007).

Usualmente el glicocalix de las cé¢lulas de mamifero presenta una elevada
cantidad de restos de acido sialico en los terminales de los glicanos, que
participan en un gran numero de procesos celulares. La funcion de los
acidos sialicos puede resumirse en dos tipos: 1) como “madscara bioldgica”
que protege a las otras macromoléculas de la membrana celular debido a su
carga eléctrica electronegativa y caracter hidréfilo que previene Ila
activacion del sistema del complemento; 2) como sitios de reconocimiento
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biologico actuando como ligandos de las lectinas de acido sialico, las
siglecs.

Los sitios de fijacion de &cido sidlico de las siglecs estan enmascarados por
la interaccion cis con los acidos sialicos de la propia célula (figura 9). El
desenmascaramiento puede realizarse bien por accién de una sialidasa que
elimina los restos de acido terminales o por activacion celular. En los dos
casos los sitios quedan libres para la interaccidon trans con restos de acido
sidlico de glicoproteinas y glicolipidos de células vecinas.

Desenmascaramiento por
tratamiento con sialidasa
Interaccionescis

Desenmascaramiento por
activacion celular

Figura 9. Desenmascaramiento de los sitos de fijacion de acido sialico de las siglects.
El desenmascaramiento de los restos terminales de acido sialico pede realizarse de dos
maneras, por tratamiento con sialidasa (parte superior) o por activacion celular (parte
inferior).
Esta interaccion trans es mas fuerte que la cis porque las siglecs implicadas
tiene mayor afinidad con los terminales de acido sidlico de las células
vecinas. Por otro lado, los patdogenos pueden interaccionar con alta afinidad
con las siglecs y deshacer parte de las interacciones Cis (figura 10).
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Figura 10. Interaccidén trans entre siglecs, glicoproteinas de células vecinas y
patdgenos. A: interaccion trans entre siglecs y acidos sialicos de células vecinas; B:
interaccion entre patogenos (detalle en rojo) y siglecs por desplazamiento de los
terminales de acido sialico de los sitios de union de las siglecs.

El perfil de terminales de 4cido sidlico de las células normales y alteradas
es detectado por las siglecs. Estas lectinas intervienen en la activacion e
inhibicion celular tanto en el sistema inmune como en el sistema nervioso.
El cerebro es uno de los 6rganos que expresa un nivel mas alto de acidos
sidlicos en glicoproteinas y glicolipidos que pueden actuar como posibles
ligandos de las siglecs. Los sitios y procesos en los que actuan las
sialoproteinas y los sialolipidos son innumerables e imposible abordar aqui.

LECTINAS DE ORGANISMOS MARINOS.

Los organismos marinos también poseen lectinas y, aunque han sido
estudiadas mas recientemente, el volumen de informacion sobre ellas es
también enorme (Ogawa y cols, 2011). Pondré algunos ejemplos. De Las
esponjas se han aislado varias lectinas entre las que cabe citar la de
Aphrocallistes vastus una lectina de tipo C (dependiente de Ca®") especifica
de D-galactosa, la de Axinella polypoides que es especifica de D-galactosa
y de la familia de ricina y la de Geodia cydonium especifica de N-Ac-
lactosa y de la familia de las galectinas.

En los moluscos cabe citar Tridacna maxima (tridacina) especifica de N-
Ac- galactosamina y de tipo C, la de Haliotis laevigata especifica de D-
Gal/D-Man y de tipo C y Pteria penguin especifica de D-galactosa y de la
familia RBL (Rhamnose-binding lectin).

En los artrépodos cabe citar Megabalanus rosa especifica de D-galactosa y
del tipo C y Tachypleus tridentatus que contiene una coleccion de lectinas
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de distintos tipos y especificidades entre los que se encuentran
lipopolisacéridos y fucosa.

En equinodermos podemos citar Cucumaria echinata que contiene varias
lectinas de tipo C y de la familia de ricina y especificidades de derivados de
D-glucosa y D-galactosa, Anthocidaris crassispina con dos lectinas
especificas de D-galactosa, de tipo C y de la familia de ricina y Asterina
pectinifera con una lectina especifica de N-Ac-lactosa de tipo C.

En procordados podemos citar las lectinas presentes en Polyandrocarpa
misakiensisc, una lectina especifica de D-galactosa y de tipo C y Botryllus
schlosseri con dos lectinas, una especifica de L-ramnosa de la familia RBL
y otra especifica de D-glucosa).

En peces hay que destacar las diversas lectinas especificas de L-ramnosa
presentes entre otros en Silurus asotus, Oncorhynchus mykiss, Salvelinus
leucomaenis y Plecoglossus altivelis, todas ellas pertenecientes a la familia
RBL. Hay que resaltar también las lectinas especificas de fucosa presentes
en Morone saxatilis, Dicentrarchus labrax y Lateolabrax japonicus, las
tres de la familia de lectinas de tipo F (fucolectinas).
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LECTINAS VEGETALES.

Las lectinas de plantas son las mas estudiadas (Tsaneva y Van Damme,
2020). Se conocen mas de 600 lectinas de plantas. En base a la estructura
general, estas lectinas se clasifican en cuatro categorias: merolectinas,
hololectinas, superlectinas y quimerolectinas. Las merolectinas son un tipo
de lectinas con un solo sitio de fijacion de azucar y, por lo tanto, debido al
caracter monovalente, no pueden aglutinar las células. Las hololectinas son
las que contienen al menos dos sitios de fijacion de azucar idénticos,
pudiendo ser diméricas o multiméricas y participan en la aglutinacion de
las células. Las superlectinas poseen sitios de fijacion de azucar distintos y
por ello pueden aglutinar células mediante interaccion con glicanos
diferentes. Las quimerolectinas son proteinas hibridas que contienen una
lectina unida covalentemente a otra proteina sin actividad lectina y con
algan tipo de actividad catalitica. Un ejemplo de este tipo de
quimerolectinas son las proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs de
"ribosome inactivating proteins") tales como las RIPs de tipo II.

En base a los sitios de fijacion de azlcar las lectinas vegetales se clasifican
en doce familias diferentes: 1) familia de las lectinas homologas vegetales
de Agaricus bisporus; 2) familia de las amarantinas; 3) lectinas homologas
a la quitinasa tipo V; 4) familia de la cianovirina; 5) familia de la lectina
Eunonymus europeus y sus homologas; 6) familia de la lectina de Galantus
nivalis y sus homologoa; 7) lectinas con dominios de heveina; 8) jacalinas;
9) familia de lectinas con dominios de lectina de leguminosas; 10) lectinas
con dominios de lisina; 11) familia nictaba (Nicotiana tabacum; lectinas
del floema de las Curcubitaceas); 12) familia de la ricina.

El interés por este tipo de proteinas surge de su enorme utilidad en la
investigacion sobre los glicoconjugados, de su identificacion, aislamiento y
caracterizacion, tanto en glicoproteinas como en glicolipidos, su utilizacion
en la investigacion histoquimica y en el estudio de los complejos procesos
que tienen lugar en la superficie celular en células y tejidos en estados
normal y patologico. Ademas, estd el estudio de su papel bioldgico como
elemento de defensa de la planta contra patdgenos e insectos.

Un empuje experimental importante en este tipo de estudios lo did Irvin
Golstein al introducir la cromatografia de afinidad sobre una matriz de
dextrano para el aislamiento de la concanavalina A de Canavalia
ensiformis (Agrawal y Goldstein, 1965).
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El advenimiento de la tecnologia del ADN recombinate en la década de los
setenta facilito el andlisis secuencial de las lectinas vegetales. La primera
lectina cuya secuencia se publico fue la concanavalina A (Edelman y cols.,
1972). Esta fue también la primera lectina cuya estructura se estudid por
cristalografia de rayos X de alta resolucién y se publicd simultdneamente
por los grupos de Edelman y Hardman (Edelman y cols., 1972; Hardman y
Ainsworth, 1972). Posteriormente se estudi6 la lectina aislada de gérmen
de trigo denominada WGA (Wright, 1977).

Como puede apreciarse en la tabla 2, existen distintas especificidades para
los distintos tipos de lectinas vegetales. Las que mas nos interesan en
relacion con la presente memoria son las del ultimo grupo, el de la ricina,
debido a que es la cabeza de la familia de unas lectinas conocidas como
quimerolectinas que poseen la notable propiedad de presentar dos
actividades completamente diferentes, una actividad enzimadtica en la
cadena A y una actividad lectina especifica de Galactosa/N-Ac-Gal, sialil-
galactosa, y galactosa/N-Ac-Gal en la cadena B.

Tabla 2. Familias de lectinas vegetales.

Tipo de lectina | Ligando sacarido | Localizacion | Estructura del

de plantas tipico en la célula dominio
lectina
Lectinas tipo N-Ac-Glc/N-Ac- Nucleo, B-“sandwich”
lectina de Gal, galactosa, citoplasma
Agaricus antigeno-T
bisporus (ABA)
Amarantina N-Ac-Gal, Ntcleo, Hoja de trébol
antigeno-T citoplasma B
Aglutinina N-glicanos con alto | Vacuola, TIM-“barrel”’
relacionada con la | contenido de unidas a
quitinasa (CRA) | manosa membrana
Cianovirina Manosa, N-glicanos | Nucleo Triple hebra de
con alto contenido hojaBy
de manosa hairpina 3
Lectina de Galactosidos, N- Nucleo, ND
Euonymus glicanos con alto citoplasma

contenido de
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europaeus (EUL) | manosa
Lectina de Manosa, Vacuola, Prisma 3
Galanthus oligosacaridos de nucleo,
nivalis (GNA) manosa, N-glicanos | citoplasma o
de alto contenido en | unidas a
manosa membrana
Heveina Quitina, (N-Ac- Vacuola Motivo de 30-
Glc)n, acido sialico 43 aarico en
Gliy Cys
alrededor de
cuatro puentes
disulfuro
Jacalina Manosa, N-glicanos | Nucleo, Prisma B
de alto contenido en | citoplasma,
manosa, N-glicano | vacuola
con alto contenido
en galactosa
Lectinas de Manosa/glucosa, Vacuola, B-“sandwich”
leguminosas galactosa/N-Ac- nucleo,
Gal, (N-Ac-Glc)n, | citoplasma o
fucosa, acido unidas a
sialico, N-glicanos | membrana
complejos con alto
contenido en
manosa
LysM Quitina, (N-Ac- Vacuola, Estructura B-a-
Gle)n, nucleo, a-P
peptidoglicano citoplasma o
unidas a
membrana
Lectina de (N-Ac-Glc)n, N- Nucleo, ND
Nicotiana glicanos complejos | citoplasma
tabacum (Nictaba) | con alto contenido
de manosa
Ricin-B Galactosa/N-Ac- Vacuola, Hoja de trébol
Gal, sialil- nucleo, B
galactosa, citoplasma
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Galactosa/N-Ac-
Gal

' TIM-"barrel”: plegamiento en forma de barril con ocho a-helices y ocho
bandas B paralelas que se alternan a lo largo de la estructura polipeptidica.
TIM deriva de la estructura de la triosa isomerasa. N-Ac-Gal: N-
acetilgalactosamina; Glc, glucosa; N-Ac-Glc: N-acetilglucosamina; Man:
manose; ND, No determinada; ER: reticulo endoplasmico.

Un caso especialmente importante son las lectinas nucleocitoplasmicas que
han sido muy poco estudiadas hasta el momento.

RILS (“RIBOSOME-INACTIVATING LECTINS”).

Mi experiencia investigadora desde 1992 se ha centrado en el estudio de las
quimero-lectinas vegetales en particular las que presentan actividad anti-
ribosomica y por ello se conocen como proteinas inactivadoras de
ribosomas acronimo de “ribosome-inactivating proteins” (RIP). En esta
parte de la memoria hablaré de ellas, en particular de la ricina y de las
proteinas de Sambucus. Por claridad y comodidad denominaré a estas RIPs
como RILs de “ribosome-inactivating lectins”.

Las RILs son proteinas de origen vegetal en su mayor parte, aunque existen
también RILs de origen bacteriano y de algas y se ha citado también
actividad en animales, que ademas de fijar azicares sencillos y complejos,
provocan la inhibicion irreversible de la biosintesis de proteinas llevada a
cabo por ribosomas de mamiferos, hongos, algunas plantas y algunas
bacterias (Girbes y cols., 2004).

Las RILs se denominan RIPs de tipo 2 y estan formadas por dos cadenas
polipeptidicas disimilares, una cadena inhibidora de sintesis de proteinas que
se denomina cadena A y una cadena con propiedades de lectina que se
denomina cadena B. Las RIPs de tipo 2 pueden estar formadas también por
dimeros unidos por fuerzas no covalentes, siendo cada dimero una molécula
de dos cadenas polipeptidicas, equivalente a una RIP de tipo 2.

Las lectinas antirribosémicas pueden ser extremadamente toxicas como
ricina, abrina, modeccina, volkensina y viscumina, entre las mas conocidas,
debido a que pueden internalizarse en las células al reconocer y unirse a
receptores de membrana plasmatica, entrar al citoplasma, alcanzar el aparato
de Golgi y llegar al reticulo endoplasmico rugoso, en donde son transferidas
al citosol y alli interaccionan con los ribosomas ligados al reticulo
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endoplasmico rugoso, lo que provoca su accion inhibidora (Girbes y cols.,
2004).

En la tabla 3 se presenta la clasificacion de las RILs seglin su estructura y
toxicidad, incluyendo algunos ejemplos, como ricina aislada de las semillas
del ricino (Ricinus communis L.), que es con mucho la lectina toxica mas
investigada hasta el momento y RILs no-toxicas para células humanas
cultivadas y para ratones, en comparacion con ricina, como ebulinas y
nigrinas (Barbieri y cols., 1993; Stirpe, 2004; Girbes y cols., 2004).

Tabla 3. Clasificacion de las lectinas inactivadoras de ribosomas de
origen vegetal en funcion de su estructura molecular general y toxicidad.

muy toxicas |ricina, abrina, modeccina, volkensina,
RILs de tipo 2 viscumina, etc.
AB poco toxicas |nigrina, ebulina
algo toxicas |aglutinina de Viscum album (VAA).
RIPs de tipo 2
(A-B), no toxicas aglutinina de Ricinus communis (RCA),
aglutinina de Abrus precatorius (APA),
aglutinina de Momordica charantia, etc.

BLANCO DE LA ACCION INHIBIDORA DE LAS LECTINAS
ANTIRRIBSOMICAS.

A pesar de que la ricina se descubrid en 1888 por Stillmark (Olsnes, 2004),
no fue hasta 1987 cuando se elucid6 el mecanismo molecular mediante el
cual la ricina y otras RILs ejercen su accion inhibidora sobre la biosintesis
de proteinas por inactivacion de los ribosomas.

La elongacion de las cadenas polipeptidicas es un complejo proceso
(Kaczanowska y Rydén-Aulin, 2007; Youngman, y Green, 2007; Wilson y
Nierhaus, 2006), que consta de tres etapas parciales (siguiendo el modelo
de Watson de los dos sitios funcionales): a) fijacion de aminoacil-tRNA al
sitio ribosdmico aceptor o sitio A, que se encuentra vacio; b) formacion del
enlace peptidico entre el peptidil-tRNA presente en el sitio ribosdémico
donador o sitio P, y el aminoacil-tRNA presente en el sitio ribosémico A;
c¢) translocacion del nuevo peptidil-tRNA desde el sitio A al sitio P, que
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cursa con la eyeccion del tRNA deacilado presente en el sitio P y el avance
del ribosoma respecto al ARN mensajero en la longitud de un codon.

La fijacion de aminoacil-tARN se produce en forma de complejo ternario
con factor de elongacion 1 en eucariontes y Tu en procariontes, y GTP con
una estequiometria de 1:1:1. En este proceso se hidroliza GTP a GDP y
ortofosfato, utilizdndose la energia liberada en la separacion rapida de los
factores de fijacion 1 (EF-1) o Tu (EF-Tu). Una vez emplazado el peptidil-
tARN en el sitio donador y el nuevo aminoacil-tARN en el sitio aceptor, se
produce la formacién del enlace peptidico entre el peptidilo y el aminoacilo
rindiendo un peptidil-tARN con un aminoacido mas y que esta localizado
en el sitio A. Después se produce la translocacién promovida por el factor
de elongacion 2 (EF-2) en eucariontes y G (EF-G) en procariontes, en
ambos casos en forma de complejo binario con GTP. Después de la
translocacion se produce también la hidrolisis de GTP a GDP y ortofosfato
y, al igual que en la etapa de fijacion de los factores de fijacion, la energia
de hidrélisis se utiliza en la liberacion de los factores de translocacion 2 y
G (Girbés y cols., 1996), en forma de complejos binarios que pueden ser
estabilizados como complejos cuaternarios con el antibiotico acido fusidico
y ribosomas (Girbés y cols., 1997).

ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Las RILs actian como N-glicosidasas sobre el ARN mayor de los
ribosomas de mamiferos y, en algunos casos, de plantas, bacterias y hongos
(Barbieri y cols., 2004; Girbes y cols., 2004). El mecanismo de accion
molecular es similar en todos estos sistemas y transcurre mediante un
proceso de depurinacion del acido nucleico (figura 11).
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Figura 11. Blanco molecular de accion de las lectinas antirribosémicas. estructura
secundaria del ARNr 28S de rata, en el cual la adenina (sefialada en negrita) se elimina
por accion de la RIP.

En los casos bien estudiados, se trata de la eliminacion de al menos una
adenina (A43»4 en el ARNr 28S de rata) localizada en el centro de un bucle
altamente conservado a lo largo de la evolucion (figura 12).

Animales

Rathus norvegicus UGGUAAUCCUGCUCAGUACGAGAGGAACCGCAGGUUCAGA
Homo sapien UGGUAAUCCUGCUCAGUACGAGAGGAACCGCAGGUUCAGA
Xenopus laevis UAGUAAUCCUGCUCAGUACGAGAGGAACCGCACCUUCAGA
Levaduras

Saccharomyces cerevisiae UAGUAAUUGAACUCAGUACGAGAGGAACAGCACCUUCGGA
Plantas

Cucumis melo CAGUAAUUCAACCUAGUACGAGAGGAACCGUUGAUUCGGA
Cucumis sativus UAGUAAUUCAACCUAGUACGAGAGGAACCGUUGAUUCACA
Triticum aestivum CAGUAAUUCAACCUAGUACGAGAGGAACCGUUGAUUCACA
Vicia sp. UAGUAAUUCAACCUAGUACGAGAGGAACCGUUGAUUCACA
Bacteria

Escherichia coli GGGGGGCUGCUCCUAGUACGAGAGGACCGGAGUGGACGCA
Agrobacterinm tumefacilus ~ CAGGAUCUGUCCCUAGUACGAGAGGACCGGGAUGGACAUA
Streptomyces lividans GAAGGGCUGUCCCUAGUACGAGAGGACCGGGACGGACGAA

Figura 12. Secuencia de nucleotidos del bucle altamente conservado del ARNr sobre
el que actian las RIPs. En la figura se muestran las secuencias homologas
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, de manera
que al hibridarse ambas secuencias se conforma el bucle que interacciona con los factores
de elongacion (Ferreras y cols., 2000).

La adenina afectada por estas proteinas es adyacente al sitio de actuacioén
de un grupo de ARNasas de hongos altamente especificas, como la a-
sarcina de Aspergillus giganteus y las proteinas relacionadas (Endo y
Wool, 1982). Este bucle del ARNr, en el que las RIPs ejercen su efecto
minimo de monodepurinacion, estd implicado en la interaccion del
ribosoma con los factores de elongacion 2 (EF-2) en eucariontes o G en
procariontes (Girbes y cols., 2004). La depurinaciéon del ARNr impide al
ribosoma fijar estos factores, de modo que se interrumpe la sintesis de
proteinas en la etapa de traslocacion de las cadenas polipeptidicas (figura
12).

Aunque la eliminacién de una adenina es condicion necesaria, existen RIPs
que eliminan mas de una adenina, si bien no se sabe que significacion
funcional pudiera tener este proceso de multidepurinacion (Iglesias y cols.,
1993a).

En los ultimos afios se ha podido determinar que las RIPs pueden actuar
sobre acidos nucléicos no ribosdémicos, oligonucledtidos y ADN (Barbieri y
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cols., 2004; Girbes y cols., 2004). Debido a ello, la tendencia actual es la
denominacion de las RIPs como N-glicosidasas y se las clasifica ya como
ARNr N-glicohidrolasa, EC 3.2.2.22 (Barbieri y cols., 2004).

RICINA.

Desde tiempos inmemoriales se ha reconocido la toxicidad de las semillas del
ricino. Estas semillas son ricas en aceite cuya extraccion por expresion aisla
el principio toxico en las tortas de residuo. La planta del ricino se menciona
en el Papiro de Ebers (Universidad de Leipzig, Alemania), en el que se
recogen diversos usos terapeuticos de preparados del ricino (Franke y cols.,
2019). Semillas de esta planta se han encontrado en sarcofagos egipcios y se
han utilizado en la medicina clasica egipcia y griega, e incluso se describen
en la medicina ayurvédica. En la Biblia, en el libro de Jonés, se describe
como ¢ste, camino de Ninive, se protege del sol bajo un arbusto de ricino que
hizo crecer Jahvé en una noche. Avicena, en su obra Urgiiza fi °T-Tibb
conocido en arabe como “Alfiyya” y en espafiol ”Poema de la Medicina”,
descibe en la linea 1.050 del texto al ricino como droga que produce calor y
en la linea 1.088 describe al aceite de ricino como medicamento que dilata
(Jabary y Salamanca, 1999).

Los principios toxicos de las semillas de ricino se estudiaron a finales del
siglo XIX en el laboratorio de Kobert en Dorpat (Tartu, Estonia). Hermann
Stillmark, bajo la direccion de Kobert, probd la naturaleza proteinica del
principio toxico del ricino. En su Tesis Doctoral, leida en 1988, describi6 el
aislamiento y las propiedades toxicas de la proteina. Stillmark descubri6é que
la ricina aglutinaba los eritrocitos de la sangre humana y promovia la
precipitacion de proteinas séricas. En paralelo Hellin, también en su Tesis
Doctoral y también bajo la direccion de Kobert, descubrio la abrina en las
semillas de Abrus precatorius y también que esta poseia las mismas
propiedades que la ricina.

Durante los siguientes afios se estudiaron estas proteinas con la notabilisina
participacion de Paul Ehrlich, el padre de la quimioterapia. En 1891 Paul
Ehrlich publico dos importantes trabajos sobre las propiedades
inmunogénicas de ricina y abrina que abrieron nuevos cauces al estudio de la
inmunidad (Ehrlich, 1881a; Ehrlich, 1881b).

En ellos demostr6 que la administracion de pequenas cantidades de estas
toxinas vegetales producia titulos elevados de antitoxinas que tendian a
neutralizarlas. Esta inmunidad era especifica, aparecia aproximadamente a
los 6 dias y era de larga duracion (Garcia-Sanchez y cols., 2010). En su
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articulo sobre la abrina (Ehrlich, 1881b, pag. 1.219), Ehrlich comenta sobre
la diferencia de abrina y ricina y la aparicion de antiabrina y antiricina: “De
ello se deduce, sin embargo, que los llamados materiales de partida, que
requieren la formacién de dos anticuerpos diferentes, son ellos mismos
muy diferentes”.

En estos estudios introdujo el principio de la quimioterapia: “Corpora non
agunt nisi fixata™ (las substancias no actuan a menos que estén fijadas).
Basandose en la actuacion de ricina y abrina y de la toxina diftérica de la
bacteria Corynebacterium diphtheriae propuso que este tipo de toxinas
poseian dos elementos, un haptéforo o elemento conductor y un toxéforo o
elemento toxico de manera que la primera etapa en la interaccion de estas
proteinas con las células blanco era la fijacion a su blanco.

Ello le llevd a la formulacion del concepto de “la teoria del proyectil
magico” (‘Zauberkugel-Theorie; “magic bullet theory”), base conceptual
de lo que ha venido en llamarse modernamente terapia guiada al blanco o
“drug targeting”, proceso mediante el cual se puede enviar un farmaco
especificamente a su blanco o diana sin afectar demasiado a las estructuras
adyacentes, lo que sin duda minimiza los efectos secundarios y favorece el
disefio de farmacos (Garcia-Sanchez y cols., 2010).

En la parte que nos concierne, hay que resaltar su “teoria de las cadenas
laterales”. En ella introduce el concepto de ligando-receptor y sienta las
bases de la moderna Inmunologia e Inmunopatologia. Desde entonces se ha
investigado en profundidad el modo de accion de ricina, abrina y las
proteinas relacionadas, tanto para explicar su toxicidad como por sus
aplicaciones en la terapia.

LECTINAS ANTIRRIBOSOMICAS DEL GENERO SAMBUCUS.

Los saucos contienen una coleccion de proteinas estructurales y
funcionales, incluidas las enzimaticas, caracteristicas de las plantas. De
entre las proteinas del salico investigadas hasta la fecha, son las proteinas
inactivadoras de ribosomas y las lectinas las mas significativas en estas
plantas y de mayor incidencia y aplicacioén a la biomedicina, y de las que
hablaré en apartados posteriores.

Desde antiguo se sabe que el consumo directo de corteza y frutos verdes o
brotes de hojas de satco (Sambucus) provoca nauseas y vomitos cuya
intensidad es dependiente del grado de madurez de los frutos. Los efectos
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pueden ser violentos e incluso llegar a causar serias intoxicaciones
gastrointestinales que recuerdan a los provocados por la ingestion de semillas
de ricino debido a la presencia de ricina (Olsnes, 2004). Efectos
gastrointestinales parecidos, pero menos toxicos se producen por la ingestion
de corteza o brotes de hojas de sauco, que poseen un cardcter fuertemente
purgante.

Cuando 1niciamos nuestros estudios se trataba de definir el patron de
lectinas de S. nigra L. que por aquel entonces contaba con cuatro lectinas
descritas diferentes, las denominadas SNAI (SNA: Sambucus nigra
agglutinin), SNAIL, SNA III y SNA IV (Barbieri y cols., 1993). Como
actividad biologica lo Unico que se sabia de ellas es que aglutinaban los
glébulos rojos de la sangre. Nuestros estudios iniciales se extendieron
también a S. ebulus L.

La investigacién de posibles actividades inhibidoras de la biosintesis de
proteinas nos llevd a investigar en profundidad ambas plantas con un
enfoque de biologia molecular, empleando sistemas acelulares de
biosintesis de proteinas altamente complejos. Para ello nuestro grupo puso
a punto diversos sistemas ribosémicos dirigidos por mensajero enddgeno,
algunos de ellos por primera vez, en especial los de plantas y algunas
bacterias (Girbes y cols., 2004).

La nigrina b y la ebulina 1 fueron las primeras lectinas antirribosémicas
descubiertas en el género Sambucus, ahora clasificado dentro de la familia
Adoxaceae (Ran y cols., 2020). En la Tabla 4 se incluyen las lectinas con
actividad antirribosomica descubiertas en Sambucus. En casi todos los
casos se trata de isoformas parecidas que en alglin caso difieren Uinicamente
en algin aminoacido. No obstante, se aprecian cambios en la actividad
enzimatica que en algunos casos son notables.

Ebulina l.

Esta lectina antirribosomica se encuentra en diversas isoformas con
pequenas variaciones en la secuencia de aminoacidos, en funcion de la
parte de la planta de la que se aisle. La caracterizacion reveld6 una mucho
menor toxicidad que la ricina y la abrina, que en ese momento eran los
paradigmas de las quimerolectinas toxicas (Girbés y cols., 1993b; Girbés y
cols., 2004). Ebulina 1 junto con nigrina b constituyen un nuevo tipo de
proteinas de la familia de la ricina, pero con una toxicidad 1.000-5.000
veces menor. Para su aislamiento se utilizo la cromatografia de afinidad en
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matriz de Sepharosa-6B tratada con acido clorhidrico, proceso que libera
restos de galactosa terminales que unen la lectina. Posteriormente las
lectinas que se fijan especificamente pueden ser eluidas con D-galactosa o
lactosa y ser luego resueltas por cromatografia de filtracion en gel.

Ebulina 1 (forma presente en las hojas) inhibe la biosintesis de proteinas
llevada a cabo en lisados de reticulocitos de conejo con una ICsy de 0,15
nM, cerca del valor para la ricina en las mismas condiciones (ICs, de 0,1
nM). Ebulina | inhibe también sistemas acelulares de biosintesis de
proteinas de conejo y rata con una actividad similar (Girbes y cols., 1993).

Uno de los grandes contrastes existentes entre el nuevo tipo de
quimerolectinas encabezado por ebulina y nigrina, y que las diferencia de
las RIPs monocatenarias sin actividad lectina, es que no son activas sobre
los ribosomas de plantas modelo, Vicia sativa L., Cucumis sativus L. y
Triticum aestivum L., los dos primeros puestos a punto por primera vez por
nuestro grupo de investigacion.

Tabla 4. Lectinas antirribosomicas de Sambucus*. La letra a la derecha
de la proteina significa la fuente de la que se aisla la lectina (tipo A-B).

Especie Tejido Proteina Mr aparente
A chain |B chain
S. ebulus Hojas ebulin 1 26000 {30000
Frutos ebulin 26000 {30000
Rizomas ebulin rl 26000 {30000
Rizomas ebulin 12 26000 {30000
S. mexicana Corteza mexin 25000 34000
S. nigra Corteza nigrin b 26000 32000
Corteza nigrin bb 32000 {32000
Corteza SNAI (A-B), 30000 30000
Corteza SNA T’ (A-B), {32000 35000
Hojas nigrin 11 26000 {34000
Hojas nigrin 12 26000 {34000
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Frutos nigrin 26300 {31600
Semillas nigrin s 26300 {31000
S. racemosa Corteza racemosin 26000 {32000
S.sieboldiana | Corteza sieboldin b 27000 33000
Corteza SSA (A-B), 32000 34000

*Todas las lectinas antirribosomicas son del tipo A-B excepto SNA I,
SNAI” y SSA que son del tipo (A-B),.

Otras isoformas de ebulina son ebulina f, presente en frutos verdes, y
ebulina rl y ebulina r2, presentes ambas en la corteza del rizoma de S.
ebulus L. (Girbes y cols., 2004). Estas isoformas tienen casi la misma
secuencia de aminoacidos. No obstante, los pequefios cambios provocan
cambios significativos en la actividad enzimatica y en la antigenicidad.

La ebulina I estd compuesta por dos cadenas polipeptidicas A (26 kD) y B
(30 kD). La cadena A es la que presenta actividad enzimatica responsable
de la inhibicion de la biosintesis de proteinas, mientras que la cadena B
presenta actividad lectina que a 51 pg/ml es capaz de aglutinar
completamente eritrocitos humanos. La cadena A tiene homologia con las
RIPs monocatenarias de la familia Cucurbitaceae mientras que la cadena B
tiene homologia con la cadena B de la ricina y las merolectinas y
homolectinas no antirribosdémicas de Sambucus, especialmente SNA II y
SNA 1V (Ferreras y cols., 2000).

Una caracteristica diferencial entre ebulina y ricina, y que es compartida
por la nigrina, es la baja toxicidad que presenta la ebulina sobre células
animales en cultivo y animales de experimentacion, ratones y ratas (Svinth
y cols, 1998; Stirpe y Battelli, 2006). La ICsy de ebulina 1 sobre células
HELA es 64.3 nM (60.000 veces superior que la ICsy de la ricina). La ICs
de ebulina 1 a ratones es de 2 mg/kg de peso corporal (administracion
intraperitoneal), frente a la de ricina que es de 8 pg/kg.

La isoforma ebulina f se ha aislado de frutos verdes de S. ebulus L. y esta
ausente en los frutos maduros y es algo mas activa que la ebulina 1 sobre
los ribosomas de lisados de reticulocitos de conejo y también mas toxica
que ebulina 1 sobre células HelLa (Citores y cols., 1998). Como hecho
notable respecto a la isoforma de hojas puede decirse que se polimeriza
mediante enlaces disulfuro dando lugar a agregados denominados
poliebulina y que retiene completamente la actividad inhibidora de la
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sintesis de proteinas y la capacidad aglutinante de globulos rojos (Girbes y
cols., 2004).

Nigrina b.

Esta lectina antirribosomica se encuentra también en diversas isoformas en
funcion de la parte de la planta de la que se aisle. Nigrina b fue la primera
que se detectd en S. nigra L. y se caracterizo gracias a la utilizacion de una
matriz cromatografica como la Sepharosa 6B tratada con 4cido, que tiene la
propiedad de fijarla por afinidad (Girbes y cols., 1993).

Al i1gual que ebulina 1, nigrina b inhibe la biosintesis de proteinas en
sistemas acelulares de biosintesis de proteinas de mamiferos y no lo hace
con los de plantas. Nigrina b es estructural y funcionalmente similar a la
ebulina 1, pero menos toxica, y a su vez es 1.500 veces menos toxica para
los ratones que la ricina (Girbes y cols., 2004; Stirpe y Battelli, 2006). La
nigrina b se acumula mas en primavera y verano y casi desaparece en
invierno y se acumula mas en la corteza secundaria (Tejero y cols., 2015).

La corteza de S. nigra contiene también una proteina relacionada con la
nigrina b y las lectinas relacionadas con nigrina b, pero a diferencia de ellas
ha perdido la capacidad de fijar azucares por lo que no tiene actividad
hemoaglutinante y no se le considera como lectina (de Benito y cols.,
1997). La actividad molecular sobre el ribosoma es la mayor conocida en
este tipo de enzimas (ICso = 0.3 pM). La ausencia de actividad lectina,
probablemente por alguna alteracion en el sito de fijacion de azucares, la
convierte en completamente inocua desde el punto de vista toxico para
c¢lulas animales en cultivo y ratones. Esta proteina posee también actividad
multidepurinante del ARN y permite la conversion de ADN
superenrrollado a las formas circular-relajada y lineal; el contenido de la
corteza en nigrina b basica se encuentra en los 0,9 g/kg en septiembre-
octubre lo que la coloca entre las RIPs mas abundantes (de Benito y cols.,
1997).

Los frutos verdes de S. nigra L. contienen nigrina f, una isoforma de frutos
de nigrina b, y SNA IVf (lectina monomérica), antes conocida como SNA
[T (Girbes y cols., 1996). SNA IVf parece ser la proteina mayoritaria en
frutos y es una forma truncada de la nigrina f (Van Damme y cols., 1997,
Citores y cols., 1996). La maduracion conlleva un cambio dramatico en el
perfil de lectinas, asi mientras que casi desaparece la nigrina f, la

concentracion de SNA IVf se mantiene aproximadamente constante
(Citores y cols., 1996).
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Las proteinas de S. ebulus L. presentan también variacion estacional y
dependiente del grado de madurez de los frutos. La ebulina f presente en
los frutos verdes desaparece totalmente en los frutos maduros. La ebulina
es capaz de polimerizarse en conjuncién con SELfd mientras que la de
hojas no puede hacerlo con la correspondiente lectina SELId presente en las
hojas (Citores y cols., 1998). Este hecho puede explicar la enorme
toxicidad de los frutos verdes de S. ebulus L. que desaparece cuando
maduran y desaparece la lectina, o bien si se cuecen y se inactiva la misma.
Se ha encontrado que, en los frutos muy maduros, ebulina f, de hecho,
desaparece por completo (Citores y cols., 1998). Tradicionalmente se ha
asumido que se han producido casos de envenenamiento de personas por
ingestion de frutos de S. ebulus, probablemente verdes o poco maduros.

SNAI.

Esta lectina descubierta por el grupo de Peumans fue la primera que se
detectdo en el género Sambucus e inicialmente se describid como una
homolectina dimérica de subunidades con valores de Mr 35.000 y 37.000
unidas por puentes disulfuro (Broekaert y cols., 1984). Se trata de una
glicoproteina que reconoce de manera especifica la parte N-Ac-Neu5(a 2-
6)Gal or N-Ac-Gal en glicoconjugados (Shibuya y cols., 1987a). Esta
especificidad para los terminales de acido sidlico ha llevado a ser utilizada
en numerosos estudios sobre gliconjugados (Shibuya y cols., 1987b) y en la
deteccion de células tumorales que expresan dichos terminales en los
glicogonjugados de membrana (Dall'Olio y cols., 1991). Con esta lectina se
ha construido también un biosensor para la deteccion selectiva del antigeno
sialil-Tn asociado al cancer (Silva y cols., 2014).

Posteriormente, como consecuencia de nuestros trabajos con las nuevas
proteinas inactivadoras de ribosomas aisladas del género Sambucus y
después de una sugerencia nuestra de que las preparaciones de la lectina de
corteza de Sambucus nigra L. tenia actividad antirribosémica ademas de
lectina, se reinvestigo esta proteina y se pudo comprobar que en realidad es
una proteina inactivadora de ribosomas con actividad lectina
(quimerolectina) con estructura basica (A-B), de Mr 120.000 (Girbes y
cols., 2004). El monomero A-B se dimeriza mediante puentes disulfuro a
través de las subunidades B para dar la estructura (A-B), que a su vez
puede volver a dimerizarse por puentes de hidrogeno para dar el octamero
[(A-B);,], de Mr 240.000.
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ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE EBULINA L Y ANALISIS
COMPARADO CON RICINA.

Estudios recientes han permitido elucidar las estructuras de los genes que
codifican a ebulina I (Pascal y cols., 2001) y nigrina b (Van Damme y cols.,
1996) y compararlos con el que codifica a la ricina (Lord y cols., 1994). Estos
estudios indican que muy probablemente, nigrinas y ebulinas se sintetizan y
se procesan siguiendo el modelo encontrado para la ricina. El anélisis de las
secuencias de los genes correspondientes ha permitido determinar Ia
secuencia proteica precisa de dichas lectinas. En el caso de la ebulina 1
ademas se ha determinado la estructura molecular por rayos X, a la escala de
2.8 A, y encaja perfectamente con la determinada a partir de la secuencia del
gen correspondiente (Pascal y cols., 2001). Ello ha permitido también el
estudio de la interaccion estructural comparada de los derivados de galactosa
con los sitios de union en la cadena B de la ebulina y de la ricina.

En la figura 13 se muestran las estructuras tridimensionales de ebulina | y
ricina obtenidas por difraccion de rayos X de cristales de ambas proteinas
(Ferreras y cols., 2011). Los datos cristalograficos indican que la ebulina 1
cristaliza en los sistemas ortorrombico y trigonal. El andlisis comparado de
las estructuras de la ebulina 1 y de la ricina muestra que las distribuciones
espaciales de los segmentos polipeptidicos son similares en las dos proteinas.

La ebulina consta de las dos cadenas A y B unidas por un puente disulfuro
intercatenario y contiene porciones de a-hélice, hoja plegada  y cadena en
conformacion estadistica. La cadena B muestra los dos dominios
fundamentales de fijacion de azlcares la y 2y. La cadena A muestra el
centro activo que estd muy conservado en todas las RIPs tanto de una como
en las cadenas A de las de dos cadenas. Por lo tanto, en términos generales
la estructura de la ebulina 1 es como la ricina. La diferencia mas notable
esta en los subdominios de fijacion de azucar.

RICINA (Ricinus communis L) EBULINA L (Sambucus ebulus L.)

o TN

| Cadena B _

Dominio 1

Puente |
disulfuro |

| Cadena A
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Figura 13. Estructura tridimensional de ebulina | y ricina determinadas por
difraccion de rayos X en cristales de las proteinas y las secuencias de aminoacidos.
(adaptada de Ferreras y cols., 2011).

Las cadenas B de las lectinas antirribosémicas es la responsable de la
conduccién de la proteina completa a través del citoplasma (Svinth y cols.,
1998). Dichas cadenas poseen dominios especificos de interaccién con los
azucares. La cadena B de la ricina posee dos dominios estructurales, cada uno
con tres subdominios denominados o, B y vy, de manera que existen 6
subdominios la, 1B, 1y, 2 a, 2B y 2y, de los cuales solo los subdominios 1oy
2y tienen capacidad contrastada por cristalografia de rayos X de fijar
galactosidos (Ferreras y cols., 2011).

Los aminoécidos de los subdominios de ricina y ebulina activos en fijacion
de galactosa de lactosa y galactosidos presentes en las cadenas B de ebulina 1
y ricina, se indican en la figura 14.

Sitio 2 y-Cadena B de ricina Sitio 2 y-Cadena B de ebulina |
SUBDOMINIO 1
Ricina Asp22 GIn35 Trp37 Asn46 GIn7
Ebulinal Asp GIn Trp Asn GIn
SUBDOMINIO 2
Ricina Asp234 Tyr248 Asn255 GIn256
Ebulinal Asp Phe Asn GIn

Fig. 14. Dominios de los sitios de fijacion de azucar (izquierda) y comparacién del
subdominio 2y fijador de lactosa y galactdsidos de ricina y ebulina | (derecha). En el
dominio 2 y de alta afinidad de la ricina se permite la formacion de los puentes de
hidrégeno entre los amino acidos del subdominio y la mitad galactosa de la lactosa y los
galactosidos. En el dominio de la ebulina la tirosina se substituye por una fenilalanina.
(adaptada de Ferreras y cols., 2011).

En la estructura del subdominio 2 la substitucion de tirosina (Tir) por
fenilalanina (Fen) es responsable de la menor afinidad por galactosa de
ebulina que ricina (Pascal y cols., 2001). La ausencia de un grupo hidroxilo
en el subdominio 2 y afecta al establecimiento de puentes de hidrégeno entre
la proteina y el azlicar dentro del subdominio que determinan la reduccion de
la afinidad por galactdsidos y por lo tanto la capacidad de interaccionar con
receptores de transito a traveés del reticulo endoplasmico como la ricina. De
esta diferencia parece derivarse la baja toxicidad in vivo de ebulina en
comparacion con la ricina.

57



En nuestro laboratorio también se obtuvieron las secuencias de los
aminoacidos de dos lectinas obtenidas de S. ebulus, relacionadas con la
cadena B de la ebulina, una monomérica denominada SELIm (Rojo y cols.,
2003) y la otra dimérica denominada SELId (Citores y cols., 2008). En la
figura 15 se presentan alineadas las secuencias de aminocidos de estas
lectinas junto a ebulina 1 y ricina. Ebulina 1 presenta una homologia de
secuencia de aminoacidos con las lectinas SELIm, SELId y ricina, muy
notables. Como puede apreciarse existe una importante identidad entre las
proteinas de Sambucus que deriva de un ancestro comtn (Ferreras y cols.,
2011), y una buena homologia secuencial entre estas y la ricina.

SEL1m 1 MRVVSGAMLH-LYIVVFAICSVGIQG-==========-= IDYPSVSENWAG
SEL1d 1 MRVVAAAMLG-LYIVVVAICSVGIQG-=========~- RDYPSVSF----

Ebulin 1 1 MRVVKAAMLY-LHIVVLAIYSVGIQG===========-= IDYPSVSFNLAG

Ricin 1 MKPGGNTIVIWMYAVATWLCFGSTSGWSETLEDNNIFPKQYPIINFTTAG

SELlm 38 ALSATYRDFL== == oo o

SELId mmmmm e

Ebulin 1 38  AKSTTYRDFLKNLRDRVATGTYEVNGLPVLRRESEVQVKNREVLVRLTNY

Ricin 51 ATVQSYTNFIRAVRGRLTTGADVRHEIPVLPNRVGLPINQRFILVELSNH

SELlm I RMPNV?VGEDiKYNDGvTY;§§hﬁﬂz§ﬂLLﬁnDGnggx§, 20
SEL1d 34 m———- KENATRMPHDEFVGEDNKFNDGE == ===~ RFTRQIIGRDGLCVDAR 20
Ebulin 1 275 VATKTTHENAIRMPHVLVGEDNKENDGETCAIPAPFTRRIVGRDGLCVDVR  2¢€
Ricin 295 APPPSSQFSLLIRPVV=---PN-FNADV-CMDPEP-IVRIVGRNGLCVDVR 24

*
SEL1m 88 NGYDTDGTPIQLWPCGSQR--NQRWTEYEDGTIOSHRKCMTANGLNSGSY 66
SELld 73 TGCD----- IQLRPCGSQT--SQOWTFYEDGTIRSMGKCMTANGENSGSY 63
Ebulin 1 325 NGYDTDGTPIQLWPCGTQR--NQOWTFYNDKTIRSMGKCMTANGLNSGSY 74
Ricin 339 DGRFHNGNAIQLWPCKSNTDANQLWTLKRDNTIRSNGKCLTTYGYSEGVY 74
* & **
SEL1m 136 IMIFNCSTAAEDAIKWEVTIDGSIINPSSGLVMTAPRAASRTILLLENNT 116
SEL1d 116 IMIFDCSSATENATKWEVTIDGSIINPSSGLVMTAPSGASGTTLVLENNI 113
Ebulin 1 373 IMITDCSTAAEDATKWEVLIDGSIINPSSGLVMTAPSGASRTTLLLENNI 124
Ricin 389 VMIYDCNTAATDATRWQIWDNGIIINPRSSLVLAATSGNSGTTLTVQTNI 124
SELlm 186 LAASQGWTVSNDIQPNVTS IVGYKEMCLOANGENNNVWMENCDG-SV0QQ 167
SELld 166 LAASQGWTVSNDVQPNVTLMVGYNNMCLKANGENNKVWMENCVSTSVOQQ 163
Ebulin 1 423 HAASQGWTVSNDVQPIATLIVGYNEMCLOANGENNNVWMEDCDVTSVOQQ 174
Ricin 439 YAVSQGWLPTNNIQPFVTTIVGLYGLCLOAN--SGOVWIBDCSSEKAEQQ 172
SEL1m 235 WALFGDRTIRVNSSRGLCVTSNGYVSKDLIIILKCQGLAS-QRWLENSDG 216
SELld 216 WALFGDRTIRVNSSRDLCLTSRGYVSKDIIISFTCQGLPT-QRWFFKSDG 212
Ebulin 1 473 WALFDDRTIRVNNSRGLCVTSNGYVSKDLIVIRKCQGLAT-QRWFFNSDG 223
Ricin 487 WALYADGSIRPQONRDNCLTSDSNIRETVVKILSCGPASSGQRWMFKNDG 222
SELLm 284 SVVNPNITLVMDVRRSNVSLREIILYPSTGNPNQXWRTEVLPS 25¢
SEL1d 265 TIVNPNIILVMDVKGSDVSLREIIIYPSVGSSNQOWKTEVLPS 258
Ebulin 1 522 SVVNLKSTRVMDVKESDVSLQEVIIFPATGNPNQOWRTQVEQI 26¢€
Ricin 537 TILNLYSGLVLDVRASDPSLKQIILYPLHGDPNQIWLPLF~-~~ 262
. & ..

Figura 15. Secuencias de aminoacidos de las lectinas SELIm (monomérica), SELId
(dimérica) y segmentos comparables de ebulina | y ricina. Se han introducido huecos
para optimizar la identidad de secuencias. Los aminoacidos idénticos en las 4 proteinas se
indican en negrita. El sitio de hidrolisis del péptido sefial estd marcado con una flecha.
La secuencia N-terminal de SELIm esta subrayada con una linea fina y el punto de partida
estd seflalado con cabeza de flecha. Las lineas de puntos indican la secuencia de
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aminodacidos determinada por analisis de masas MALDI-TOF de péptidos tripticos. Los
residuos clave de los sitios de fijacion de azlicares se marcan con asteriscos y la tirosina
en el dominio 2y estan marcados por una estrella hueca. Los sitios de glicosilacion estan
marcados por una linea gruesa. Los niimeros de la izquierda se refieren a los precursores
mientras que los de la derecha se refieren a las cadenas B de SELIm, SELId, ebulina 1 y
ricina. (adaptada de Citores y cols., 2008).

ASPECTOS MOLECULARES DE LA INTERNALIZACION Y DEL
TRAFICO INTRACELULAR DE RICINA.

Los receptores de la ricina en la membrana plasmatica son de dos tipos,
glicanos de galactosa/galactosamina terminales y glicanos de manosa
terminal. La union de ricina a estos receptores determina la cantidad de
toxina que es derivada a la degradacion lisosomica. Los primeros
experimentos realizados para determinar los procesos moleculares
asociados a la internalizacion de la ricina indicaron que esta se producia via
vesiculas recubiertas de clatrina dependientes de la dinamina que es una
proteina con actividad GTPasa que se requiere para la invaginacion de
dichas vesiculas desde la membrana plasmatica (Van Deurs, y cols., 1985).
Posteriormente se descubrid que la internalizacion de ricina se producia
también por una via independiente de clatrina (Spooner y Lord, 2015).

Las células que expresan la molécula de dinamina normal son sensibles a la
internalizacion de transferrina y de toxina diftérica y a la intoxicacidon por
ricina, mientras que las que expresan una mutacion dominante negativa de
dinamina pierden la capacidad de internalizacion de transferrina y la
internalizacion y toxicidad de la toxina diftérica, pero no la toxicidad de la
ricina (Simpson y cols., 1998; Spooner y Lord, 2015). Ello claramente
indica que la ricina se internaliza por dos vias, una dependiente de clatrina
y otra independiente de ella.

Los estudios mas importantes se han realizado en levaduras y células
humanas (Sowa-Rogozinska y cols., 2019). En levaduras se necesita el
complejo formado por las proteinas Syn8p y Snclp para la captacion de
proteinas en forma de vesiculas y su transporte al endosoma (Becker y
cols., 2016). La fusién de las vesiculas de los endosomas tempranos con el
aparato de Golgi requiere el complejo de las proteinas Ssolp y Snc2p
(Lewis y cols., 2002).

Después de la endocitosis la ricina contenida en las vesiculas se dirige a los
endosomas tempranos. Se ha calculado que la mayor parte de ricina
captada (aprox. 95%) es reciclada a la membrana plasmatica en forma
intacta, un aparte es degradada en el lisosoma y el resto es canalizada al
aparato de Golgi (Battelli y cols., 2004). La mayor parte de la ricina
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degradada en los lisosomas es la internalizada a través de los receptores de
manosa (Magnusson y cols., 1993).

La interaccion del endosoma temprano que permite la transferencia de la
ricina al aparato de Golgi-trans es un proceso complejisimo y requiere la
participacion de numerosos factores entre los que se encuentran, en células
de mamifero, las proteinas Rab6 y sus isoformas, la SNARE Sintaxina 16
(STX16), TRAP, COG y derlina 1, ademds estan involucradas otras
moléculas como el colesterol, el AMPc, la subunidad reguladora de la
proteina quinasa A (PKA) de tipo II y las nexinas SNX2 y SNX4 y Ca*"
(Sowa-Rozinska y cols., 2019). Posteriormente, la ricina es transferida al
reticulo endoplasmico rugoso (RER) mediante vesiculas derivadas del
aparato de Golgi. Para la fusion de ambas estructuras son necesarias
calreticulina, Ergic2 y dos proteinas en forma de complejo Erv46p y
Erv41p que son importantes para la fusion de las membranas del aparato de
Golgi y las del RER (Sowa-Rogozinska y cols., 2019).

La translocacion de la ricina al citosol requiere la participacion de una
protein-disulfuro isomerasa (PDI) que reduce el puente disulfuro entre las
cadenas A y B y que se incrementa notablemente por la accion del enzima
tiorredoxina reductasa (TrxR), tiorredoxina (Trx), NADPH vy tiorredoxina
de transmembrana (TMX). Participa también el sistema glutarredoxina-
glutation reductasa (Holmgren, 2000). Una vez reducida la ricina, la cadena
A libre, sufre procesos de deplegamiento y replegamiento poco conocidos
aun, pero en los que estan implicadas las chaperonas clasicas Hsp 40, 70,
90 y 100. La cadena A de la ricina utiliza el sistema ERAD (ER-associated
degradation) pero, a diferencia de los substratos que son degradados por el
proteosoma, la cadena A se mantiene intacta y es retro-translocada al
citosol.

Entre las proteinas que participan en todo el proceso de retro-translocacion
al citosol, estan las chaperonas con actividad lectina que son calnexina y
calreticulina y las lectinas de la familia EDEM, 1,2,3. Estas lectinas se
unen a glicanos presentes en las cadenas de la ricina y facilitan la
reordenacion necesaria para que la cadena A interaccione con los tres tipos
de translocones del reticulo endopldsmico rugoso identificados en las
c¢lulas de mamifero, el complejo sec61, las derlinas, las ubiquitin quinasas
en particular HRD1 y su cofactor SEL1L (Sowa-Rogozinska y cols., 2019).

Después de la retro-translocacion de la cadena A de la ricina al citosol, la
proteina debe plegarse de nuevo a su forma activa para ejercer sus efectos.
Esto lo puede hacer de tres maneras: union a chaperonas citosoélicas,
plegamiento mediado por el ribosoma e interaccidon con factores
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ribosomicos y proteosomicos. En células de mamifero la mayor parte de las
moléculas escapan a la degradacion por el proteosoma 26S y retienen la
conformacion activa que les permite interaccionar con los ribosomas
mediante unos procesos muy complejos no bien entendidos todavia (Sowa-
Rogozinska y cols., 2019).

La interaccion de la cadena A de la ricina con el ribosoma se establece a
través de las proteinas ribosomicas PO, P1 y P2 presentes en el tallo de la
subunidad ribosémica mayor 60S. Estas proteinas forman un pentamero de
estructura PO/(P1-P2), (Lee y cols., 2012). Esta interaccion permite a la
cadena A de la ricina colocarse sobre el bucle del ARNr blanco de la toxina
que resulta depurinado mediante la escision de la Ayzp4 del 28S ARNS, el
denominado bucle de la a-sarcina (Girbes y cols., 2004).

COMPARACION DEL TRANSITO INTRACELULAR DE RICINA
Y EBULINA.

Como ya henos comentado, las lectinas antirribosomicas ricina, abrina y
proteinas relacionadas, son extremadamente toxicas para las células intactas
debido a la presencia de la cadena B lectina translocadora, que es capaz de
internalizar al dimero que posteriormente entra en el citosol y se disocia
liberando la cadena A, que es la especie activa sobre los ribosomas (Hartley y
Lord, 2004; Sandvig y Van Deurs, 1999).

Como hemos visto, la diferencia entre ricina y ebulina reside inicamente en
la cadena B, o cadena conductora, que es responsable de la interaccion de
estas RIPs con los receptores de membrana plasmatica (Svinth y cols., 1998;
Pascal y cols., 2001). De hecho, estudios cinéticos de captacién dependiente
de fase fluida y de toxicidad de la cadena A aislada de la ricina indican que
ambos procesos son idénticos a los implicados en la internalizacion de las
RIPs monocatenarias sin actividad lectina (Svinth y cols., 1998), y que la
falta de toxicidad de ebulina puede ser debida a cambios en la cadena B
respecto a la cadena B de la ricina, que disminuyen notablemente su afinidad
por los galactosidos (Pascal y cols., 2002).

La investigacion comparada de ebulina con ricina revela que estas proteinas
siguen una ruta intracelular distinta. En la figura 16 se muestra un modelo
hipotético general para el trafico intracelular de estas proteinas. Las
moléculas de ricina se internalizan y después pasan por compartimentos
endosomicos sensibles al NHy4Cl. Desde alli la ricina atraviesa
compartimentos sensibles a temperatura que se bloquean a 18°C. Finalmente,
una pequenia parte de la ricina es translocada en el aparato de Golgi en un
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proceso que es sensible a la brefeldina, droga conocida por su efecto
desorganizador del aparato de Golgi (Battelli y cols., 1997).

Ebulina se internaliza y se trasfiere a los endosomas. A partir de aqui la ruta
seguida por la ebulina es diferente a la seguida por la ricina ya que los efectos
antirribosémicos obtenidos a altas concentraciones son independientes de
temperatura e insensibles a brefeldina. Practicamente todas las moléculas de
ebulina son transportadas desde los endosomas hacia los lisosomas, donde se
degradan (Battelli y cols., 1997; Battelli y cols., 2004).

Excrecaon
de residuos

lisosoma

ricina ebulina
ficina ebulina AB AB I' II
ABAB

,!! AB

“coated pits”
(clatrina)

vesicula

Endosoma Endosoma rlbosomas
B tempran0 tardio
Blodues ebulina
aT<18°C

RER

brefeldina

Figura 16. Esquema general de las rutas intracelulares seguidas por ricina y ebulina.
Girbes (2007). Premio Julio Moral de la Academia de Medicina y Cirugia de Valladolid
(adaptada de Batelli y cols., 1997 y 2014 y Sowa-Rogozinska y cols., 2019). Las moléculas
participantes en cada etapa y citadas en el texto son: A) Syn8p, Snclp, Snc2p; B) Rabo,
colesterol, AMPc, PKA, calcio; C) calreticulina, Ergic; D: PDI, TrxR, Trx, NADPH, TMX;
E) Grp94, EDEM1,2,3, Sec61, derlinas.

Solo a concentraciones 4 o 5 ordenes de magnitud superiores a la ricina se
acumulan suficientes moléculas de ebulina en los endosomas como para que
se produzca su translocacion espontanea a favor de gradiente desde el
endosoma al citosol. La razon de la diferente ruta intracelular seguida por la
ricina y ebulina estriba en que los receptores pueden ser diferentes (Mufioz
y cols., 2001).
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EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS LECTINAS.

ACTIVIDAD APOPTOPICA.

Algunas lectinas de plantas producen efectos apoptopicos y autofagicos,
como ejemplo tenemos las lectinas de Morus alba y de Bauhinia forficate,
que provocan activacion de las caspasas, 3 y 9 respectivamente, en la linea
cellular MCF-7 derivada de cancer de mama humano y la concanavalina A
que activa la apoptosis mitocondrial en células de melanoma (A375) y de
hepatocarcinoma (Hep(G2), también mediante la activacion de caspasas
(Hirabayashi y cols., 2013; Jiang, 2015).

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Las lectinas pueden afectar al crecimiento y la infeccion por bacterias
patogenas, parasitos y virus. El mecanismo consiste en interferir con el
bloqueo de la entrada, la infeccidn, la adhesion y la migracion bacteriana.
La interaccion se produce a través de los acidos teicoicos, los
peptidoglicanos, lipopolisacaridos y d4cidos murdmicos y N-acetil-
muramicos. Un caso particular son las lectinas de leguminosas que poseen
actividad contra patdogenos como Bacillus cereus, Escherichia coli,
Serratia marcescens y Staphylococcus aureus (Coelho y cols., 2018).

Las lectinas presentan también actividad antiviral. Varias lectinas
reconocen la glicoproteina gp120 presente en la cubierta del virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV-1). Entre ellas cabe distinguir las lectinas
de leguminosas, banana, lenteja, ortiga y tabaco. Algunas se fijan con
suficiente afinidad como para inhibir la replicacién del virus (Frangois y
Balzarini, 2012). Se ha descrito que determinadas lectinas son también
activas frente a coronavirus (Keyaerts y cols., 2017). La cianovirina es una
lectina producida por la cyanobacteria Nostoc ellipsosporum que presenta
una fuerte actividad viricida sobre varios virus incluido el HIV-1 mediante
la interaccion de la lectina con las proteinas gp120 y gp41 (Coelho y cols.,
2018) y el virus del Ebola mediante oligosacaridos presentes en la
superficie celular (Garrison y cols., 2014).
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APLICACIONES DE LAS LECTINAS

Las lectinas estan implicadas en numerosos procesos biotecnologicos y
poseen un gran numero de aplicaciones (Coelho y cols., 2017). Vamos a
considerar brevemente algunas de las aplicaciones mas importantes.

APLICACIONES EN AGRICULTURA.

Las investigaciones mas recientes indican que las lectinas estan implicadas
en numerosos procesos bioldgicos de las plantas, en particular aquellos
relacionados con la respuesta al estrés abiotico, al estrés bidtico y a la
simbiosis.

IMPLICACIONES DE LAS LECTINAS EN ESTRES ABIOTICO Y
DESARROLLDO.

El estrés de las plantas se define como una condiciéon que conduce a
cambios en los procesos de crecimiento, rendimiento y adaptacion.
Ejemplos del estrés abidtico son la resistencia a la sequedad y a la
temperatura y a la disponibilidad de nutrientes. Las plantas han
desarrollado unos complejos sistemas de respuesta a estas circunstancias
ambientales cambiantes con las fluctuaciones del clima.

Tanto los procesos adaptativos y de seleccion, asi como la manipulacion
biotecnoldgica de los elementos relacionados con el tipo de respuesta ha
permitido la obtencion de plantas con mejores respuestas a los diferentes
tipos de estrés. En los ultimos afos se ha podido comprobar la implicacion
de la induccion de lectinas, asi como de quinasas parecidas a los receptores
de lectinas en distintos procesos de estrés, como el salino, la sequedad, el
frio y la respuesta al acido abcisico (Jiang y cols., 2010).

La manipulacion biotecnologica del contenido y tipo de lectinas en las
plantas permite la creacion de especies con mejores caracteristicas de
respuesta a los diferentes tipos de estrés abidtico. No obstante, hay que
resaltar la hostilidad de parte de la opinion publica contra los organismos
modificados genéticamente.

LECTINAS EN LA RESPUESTA AL ESTRES BIOTICO.
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El papel protector como insecticida de varias lectinas se ha investigado en
los ultimos afnos. En particular, las lectinas relacionadas con la lectina de
Galanthus nivalis, las lectinas de leguminosas, heveinas, jacalinas y las
lectinas de Sambucus, entre otras. Esta actividad insecticida se ha asignado
a la fijacion y toxicidad de estas lectinas a las células epiteliales del tubo
digestivo, ademas de efectos especificos sobre la captacion de nutrientes y
la consecuente deficiencia nutritiva con efectos en el crecimiento,
desarrollo y fecundidad (Vandenborre y cols., 2011). Diversas lectinas
poseen también actividad antiflingica, pero menor que otras proteinas
protectoras como las tioninas y las defensivas.

Mediante tecnologia de ADN recombinante se ha conseguido
sobreexpresar genes de lectinas que tienen actividad insecticida y se ha
visto que estas plantas transgénicas aumentan su resistencia frente a los
insectos, probablemente mediante los mecanismos descritos basados en la
interaccion de las lectinas con las células epiteliales del intestino del
insecto (Van Holle y Van Damme, 2018).
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APLICACIONES DE LAS LECTINAS COMO
HERRAMIENTAS ANALITICAS EN LA
GLICOBIOLOGIA.

HISTOQUIMICA.

La utilizacion de las lectinas en histoquimica para la caracterizacion celular
y el estudio de la micromorfologia es antigua. Ya Nicholson y Singer en
1971  introdujeron las lectinas marcadas como  marcadores
ultraestructurales. Posteriormente, la disponibilidad de anticuerpos frente a
estas lectinas conjugados con enzimas tales como la peroxidasa de rdbano y
la fosfatasa alcalina 0 moléculas como la biotina, permitié el desarrollo de
métodos poderosos de analisis. La posterior incorporacion de lectinas
marcadas con oro y de anticuerpos anti-lectina marcados con oro amplié
extraordinariamemte los estudios ultraestructurales y dio un impulso muy
importante a la Biologia Celular (Roth, 2011).

La utilidad de las lectinas en estos estudios se basa en su distinta
especificidad por los glicanos celulares que permiten dibujar un mapa de
los glicanos de células y tejidos normales y patologicos. En los estudios
histoquimicos se utilizan diversas lectinas que se enuentran disponibles
comercialmente. Entre las mds importantes se encuentran entre otras las
lectinas de Arachis hypogaea, Canavalia ensiformis, Galanthus nivalis,
Griffonia simplicifolia, Helix pomatia, Maackia amurensis, Sambucus
nigra, Tritricum vulgare y Ulex europaeus, que cubren una gran cantidad
de glicanos especificos.

Una de las técnicas generales mdas utilizadas en los procedimientos
histoquimicos utiliza lectinas biotiniladas que se unen especificamente a los
glicanos y después fijan el complejo estreptavidina-peroxidasa que al tratar
con peroxido de hidrogeno y diaminobencidina como sustratos genera un
precipitado insoluble coloreado y visible por microscopia dptica.

MATRICES ANALITICAS CON LECTINAS PARA EL ESTUDIO
DE GLICOCONJUGADOS (“ARRAYS” DE LECTINAS).
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Recientemente se han introducido los denominados “arrays” de lectinas.
Consisten en matrices, habitualmente placas de poliestireno de 96 pocillos,
en donde se fijan las glicoproteinas y se analiza la fijacion de las distintas
lectinas basada en las interacciones entre la parte polisacarida de la
glicoproteina y la lectina. Las técnicas se denominan ELLA (“enzyme-
linked lectin assay”) y ELLSA (“enzyme-linked lectin-antibody assay”).
Son procedimientos con un fundamento similar al ELISA.

En el ELLA clasico, introducido en 1983, las glicoproteinas se fijan a la
placa y después se fijan las lectinas conjugadas con una enzima marcadora.
Despues de incubar con el sustrato incoloro aparece el precipitado
insoluble coloreado en funcion de la interaccion glicoproteina-lectina. Este
procedimiento se ha mejorado en varias maneras en esencia utilizando
lectinas y anticuerpos. Estas técnicas junto con las técnicas protedmicas
han dado lugar a la glicoprotedmica, una disciplina que combina la
especificidad de la interaccion lectina—azucar con la potencia de la
protedémica (Narimatsu y cols., 2010; Ribeiro y cols., 2013).

Estos procedimientos permiten la investigacion de oligosacaridos y de
glicoproteinas, la caracterizacion de tipos celulares basados en la huella
glicidica de superficie, la determinacion de biomarcadores de las células
tumorales y la metastasis, la cirrosis, etc., asi ¢l estudio de los cambios
dindmicos de la glicosilacion de la superficie en células superiores y
bacterias (Zhang y cols., 2016).

BIOSENSORES.

Las lectinas se han aplicado para la construccion de biosensores para el
diagnostico utilizando las técnicas de espectroscopia de impedancia
electroquimica y distintos tipos de voltimetria. La lectina mas utilizada en
biosensores ha sido la concanavalina A. Dichos biosensores se han
utilizado para la deteccion de glucosa en sangre en pacientes de diabetes y
para la deteccion de glicoproteinas en pacientes infectados con el virus del
dengue (Hong y cols., 2015). Otra de las lectinas utilizadas ha sido la
lectina SNA 1 de Sambucus nigra acoplada a electrodos de oro. Este
biosensor se ha utilizado para la deteccion del antigeno sialil-Tn en
muestras de suero tanto en individuos sanos como en pacientes aquejados
con distintos tipos de tumores en los que este macador esta sobreexpresado
(Silva y cols., 2014).

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.
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La cromatografia de afinidad basada en la interaccion lectina-glicano se
describio en 1965 por Agrawal y Goldstein (Agrawal y Goldstein, 1965).
Inicialmente se utilizd un dextrano entrecruzado covalente como el
Sephadex G 200 que fija concanavalina A que posteriormente se eluye con
glucosa. Este procedimiento permite fijar especificamente la proteina
eliminando las que no lo hacen. El procedimento general se ha mejorado
sustituyendo los ligandos fijados covalentemente a las resinas soporte. Por
ejemplo, en el aislamiento de las lectinas de Sambucus se ha realizado de
dos formas, fetuina ligada a Sepahrosa 4B como soporte (grupo de
Peumans) y Sepharosa 6B tratada con 4cido para liberar galactosas
terminales (nuestro grupo). En el primer caso solo se aislan las lectinas
especificas de acido sialico, mientras que en el segundo se aislan ademas
las que son solo especificas de galactosa y N-Ac-galactosamina (Girbes y
cols., 2004).

DETECCION DE PROTEINAS EN ELECTROFORESIS EN
GELES DE POLIACRILAMIDA DE GLICOPROTEINAS.

La electroforesis en geles de poliacrilamida de gliconjugados permite
separar las distintas especies en base a su peso molecular. La
transferencia a membranas apropiadas bien de forma pasiva o por
electrotransferencia y posterior deteccion con lectinas marcadas es una
nueva tecnologia muy potente ya que permite determinar el tipo de
glicanos y posteriormente la aplicacion de las técnicas protedmicas para
la identificacion precisa de las secuencias de aminoacidos (Etxebarria y
cols., 2012).
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APLICACIONES BIOMEDICAS DE LAS
LECTINAS.

Las lectinas de plantas tienen diversas aplicaciones en la Biomedicina,
tanto en la investigacién como en el diagnostico y la terapia. Se sabe que
varias lectinas poseen actividad mitogénica, apoptopica, moduladora de la
inflamacioén, inhibidora del crecimiento de tumores, moduladora de la
infeccion por bacterias virus y pardsitos (Tsaneva y Van Damme, 2020).

El caracter mitogénico de algunas lectinas se conoce desde hace tiempo. La
concanavalina A se cristalizo en 1919 y su caracter mitogénico se
determin6 en 1960. El efecto sobre la mitosis se inicia por la interaccion de
la lectina con el receptor de células T en la superficie celular. Esta
interaccion influye en los niveles de interleuquinas, y-interferén, el factor
de necrosis de tumores a (TNF-a) y la expresion de diferentes quinasas
(Coelho y cols., 2017).

Las lectinas se han utilizado en la diagnosis y el tratamiento del cancer, en
particular las lectinas de leguminosas, las lectinas relacionadas con la de
Galanthus nivalis las lectinas de la familia de la ricina y la WGA y algunas
estan ya en estudios preclinicos (Shi y cols., 2017). Una lectina que se ha
utilizado en clinica para la terapia del cancer es la de Viscum album
mediante extractos estandarizados de la planta (Ostermann y cols., 2020).
También se utilizan para estudios de actividad antitumoral en
formulaciones farmacéuticas tales como liposomas y nanoestructuras
(Alavi y cols., 2019; Ardelean y cols., 2019; Chaturvedi y cols., 2019).

INMUNOTOXINAS: LOS PROYECTILES MAGICOS DE
EHRLICH.

Una de las aplicaciones de las lectinas antirribosémicas que se han
encontrado en los altimos afios ha sido fundamentalmente la construccion de
farmacos anticancerosos, en particular las denominadas inmunotoxinas
(Girbes, 2019). Una inmunotoxina es una especie molecular producida
artificialmente a partir de un anticuerpo (haptéforo o elemento conductor) y
una toxina (toxoforo o elemento toxico). El anticuerpo esta dirigido contra un
antigeno presente en la superficie de la célula blanco, y por ello las
inmunotoxinas se convierten en los “zauberkugel” (proyectiles magicos) de
Ehrlich, al identificar y matar dichas células blanco (Ehrlich, 1981a; Ehrlich,
1981b).
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Las patologias que pueden tratarse con inmunotoxinas son, en principio,
todas aquellas basadas en la existencia de células enfermas con
peculiaridades o motivos antigénicos (determinantes antigénicos) especificos
(o en mayor concentracion) en su superficie celular. Las enfermedades cuyo
tratamiento con inmunotoxinas a nivel experimental y ensayos clinicos se ha
iniciado son el cancer, el SIDA y las enfermedades autoinmunes (Franke y
cols., 2019).

INMUNOTOXINAS CONVENCIONALES CON LECTINAS
ANTIRRIBOSOMICAS DE LOS SAUCOS.

No vamos a extendernos aqui sobre los tipos de inmunotoxinas
convencionales formadas con ricina RIPs monocatenarias como saporina,
momordina y musarmina, ya que tendriamos que introducir las que se
preparan con fragmentos de anticuerpos monoclonales, anticuerpos
humanizados y otras moléculas conductoras, asi como las que se preparan
con antibidticos como parte toxica (como ejemplo tenemos el conjugado
gemtuzumab-ozogamicin) y que las grandes compaifiias farmacéuticas estan
ya desarrollando y aplicando a la clinica. Solo vamos a considerar aquellas
que contienen proteinas de los saucos.

En la figura 17 se indican algunos de los modelos de inmunotoxinas
construidos hasta la fecha. La ricina presenta una elevada toxicidad
inespecifica que aumenta su dificultad en la construccion de
inmunotoxinas.
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Figura 17. Inmunotoxinas. a) inmunotoxinas con ricina intacta; b) inmunotoxinas con
RIPs de tipo 1 o de una cadena; c¢) inmunotoxinas formadas con cadena A de ricina
aislada de preparaciones de ricina intacta que pudieran contener pequefiisimas
cantidades de cadena B; d) inmunotoxinas con ricina bloqueada; ) inmunotoxinas con
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ebulina o nigrina. Las flechas en la IT con ricina bloqueada indican los sitios de unién a
los azucares presentes en los receptores de membrana plasmatica. (Girbes, 2019).

Una forma antigua de atenuar la toxicidad inespecifica de la toxina ligada al
anticuerpo era administrar la inmunotoxina de ricina simultaneamente con
lactosa. De esta manera, al fijarse el azicar a los dominios de fijacién de
azlcar, en particular el dominio 2y, se puede reducir la toxicidad inespecifica.

El bloqueo de los sitios de ricina con andlogos de galactosa bloquea la
toxicidad inespecifica de la ricina, pero inactiva en parte a la proteina. Uno
de dichos sitios interacciona con receptores que siguen una ruta que incluye
el transporte al trans-Golgi, después al reticulo endoplasmico rugoso y
finalmente la translocacion al citosol.

El sitio de fijacion de azucares de ebulina 1 y nigrina b se une a receptores
cuya ruta intracelular sigue la ruta endosdmica-lisosomica y no incluye el
trans-Golgi y ello es la causa de la baja toxicidad de ambas proteinas
(Mufioz y cols., 2001; Citores y cols, 2002; Battelli y cols., 2004).

Un avance notable lo constituyd la utilizacion de inmunotoxinas construidas
con la cadena A de la ricina como toxina, dado que es facil separarla de la
cadena B, pero la presencia de muy pequefias cantidades de cadenas B como
contaminante convierten a los conjugados con cadena A en extremadamente
toxicos e inespecificos.

Para eliminar la toxicidad iespecifica de ricina de una manera mas segura y
sin necesidad de anadir D-galactosa o lactosa para bloquear el sitio de alta
afinidad, se procedio a: (i) inactivar parcialmente la molécula de ricina por
via quimica; (i1) por mutagénesis dirigida; (ii1) simplemente formando la
inmunotoxina solo con la cadena A de la ricina. Todas estas alternativas
tienen como consecuencia una notable reduccion de la actividad de la ricina
(Stirpe y Battelli, 2006). Otra posibilidad es la utilizacion de RIPs de tipo 1
como parte toxica de las inmunotoxinas. Pero estos preparados son menos
activos.

La rotura de una inmunotoxina con ricina intacta antes de alcanzar el blanco
celular libera la toxina con efectos secundarios desastrosos. Por el contrario,
con inmunotoxinas formadas con las lectinas antirribosémicas, ebulina 1 o
nigrina b, la rotura las libera practicamente sin consecuencias al no alcanzar
la concentracion extracelular toxica. Por lo tanto, su utilizacion a dosis
terapéuticas no ofrece el peligro que ofrecen los conjugados con ricina u otras
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toxinas (Ferreras y cols., 2011). Esto supone una enorme ventaja sobre las
inmunotoxinas con ricina intacta o modificada.

Otro tipo de inmunotoxinas consiste en la conjugacién de un anticuerpo
monoclonal con una RIP de tipo 1 obtenido por via recombinante. Tal es el
caso reciente de la musarmina 1 (Muscari armeniacum) recombinante por
expresion en Escherichia coli, ligada al anticuerpo monoclonal MJ7 que
reconoce la endoglina (CD105). La actividad resultante es del mismo tipo
que otras inmunotoxinas construidas con otras RIPs de tipo 1 (Barriuso y
cols., 2016). La ventaja es que se pueden obtener grandes cantidades de
musarmina recombinante simplemente por cultivo bacteriano.

INMUNOTOXINAS RECOMBINANTES.

La produccion de grandes cantidades de inmunotoxinas convencionales
produce complicaciones técnicas de dificil solucion y llevo a la preparacion
de inmunotoxinas por via recombinante. Las mas estudiadas han sido las
preparadas con toxinas bacterianas toxina diftérica (DT) y la toxina de
Peudomonas aeruginosa (PE) (Pastan y cols., 2006).
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Figura 18. Inmunotoxinas recombinantes formadas con toxinas bacterianas (toxina
diftérica y toxina de Pseudomonas aeruginosa. Izquierda: toxinas bacterianas con sus
dominios activos; derecha: inmunotoxinas recombinantes. GM-CSF: factor de estimulacion de
colonias de granulocitos- macrofagos; 1L.3: interleuquina 3; Vi y Vi partes variables pesada y
ligera de anticuerpo monoclonal; C3: conector Ala-Ser-Gly-Gly-Pro-Glu. (Pastan y cols., 2006).

Ambas toxinas provocan la ADP-ribosilacion del factor de elongacion 2
(EF-2), su inactivacién y el bloqueo subsiguiente de la biosintesis de
proteinas. Ambas toxinas poseen tres dominios activos, uno de fijacion a la
membrana plasmatica, otro de translocacion a través de la membrana en
compartimentos intracelulares y un tercero de ADP-ribosilacion.
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En estas inmunotoxinas recombinantes se respetan los tres dominios y se
fusiona otro dominio que codifica a un elemento conductor que puede ser
el factor de crecimiento o una interleuquina, en el caso de la figura 18 el
factor GM-CSF y la IL3, o un fragmento (Vy o V) de anticuerpo
monoclonal especifico para un detalle de la superficie celular, anti-Tac o
RFB4monoclonal antibody.

Por otro lado, también se han utilizado formas recombinantes de las RIPs
vegetales. Las mas utilizadas han sido la cadena A de la ricina y la gelonina
que ha entrado en estudios clinicos con ¢éxito variable (Akbari y cols.,
2017; Lyu y cols., 2012).

INMUNOTOXINAS 'Y CONJUGADOS CON EBULINA L Y
NIGRINA B.

El uso de ebulina 1 y nigrina b en la construccion de inmunotoxinas tiene la
ventaja de que preservandose su cardcter de extraordinario inhibidor de la
sintesis de proteinas sobre el ribosoma (ICs, hasta 80 veces menor que la
ricina), no pueden translocarse al citosol por la via de transporte retrogrado
como la ricina y alcanzar los ribosomas de la célula. No obstante, la
conjugacion con los transportadores adecuados permite vehicular a las
toxinas al interior celular siguiendo una ruta altamente productiva que sugiere
la internalizacion y el transito a través del reticulo endoplasmico.

Las inmunotoxinas y conjugados preparados con ebulina 1 y nigrina b se
indican en la figura 19. Como conector entre las proteinas de Sambucus y
los elementos conductores se ha utilizado en todo momento el N-
succinimidil 3-(2-piridilditio)-propionato (SPDP). Este conector quimico se
reduce en el interior celular liberandose la toxina que entra en el citosol lo
que le permite atacar a los ribosomas e inhibir la biosintesis de proteinas.
Por otro lado, no se pueden descartar otros efectos toxicos que pueden
conducir a la apoptosis de las células afectadas.
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Figura 19. Inmunotoxinas y conjugados con proteinas de Sambucus. a) inmunotoxina
con anticuerpo monoclonal y nigrina o ebulina; b) conjugado SELId/SELfd-nigrin; c)
conjugado transferrina-nigrina o ebulina. Se incluye un listado de inmunotoxinas y
conjugados preparados en nuestro laboratorio. En negrita las inmunotoxinas ensayadas
in vitro e in vivo (Ferreras y cols., 2011; Mufioz y cols., 2007; Mufioz y cols., 2013).
recNigrina b cadena A-anti-MTX3 (OMTX503) ha sido preparada y ensayada por la
empresa Oncomatryx (Puerto-Camacho y cols., 2019).

Nigrina b-mAb 44G4 y ebulina I-mAb 44G4.

Como prueba de concepto del uso de nigrina b y ebulina 1 como parte
toxica de inmunotoxinas, se procedid a preparar inmunotoxinas contra
marcadores de células cancerosas. Como marcador especifico celular se
escogio la endoglina (CD105). Este marcador se sobreexpresa en distintos
tejidos de los mamiferos, especialmente aquellos relacionados con la
proliferacion de nueva vasculatura (neovasculatura). Particularmente
interesante es el hecho de que CD105 se sobreexpresa en las células
endoteliales de la neovasculatura tumoral (Bernabeu y cols., 2009) y
también en células de canceres de distintos tipos, en particular los
melanomas (Santibafiez y cols., 2011).

En la tabla 5 se resumen los valores de citotoxicidad y de inhibicién sobre
la sintesis de proteinas de nigrina b y ebulina | y las inmunotoxinas 44G4 —
Nigrina b, 44G4 — Ebulina 1 y Ng-MJ7 sobre células hCD105 y hCD105".
44G4 es un anticuerpo monoclonal de raton que reconoce especificamente
el CD105 humano, mientras que el MJ7 es un anticuerpo monoclonal de
rata que reconoce el CD105 de ratdén y por lo tanto reconoce a las células
L929-rCD105" de ratén.

74



Tabla 5. Toxicidad de las inmunotoxinas con anticuerpos monoclonales
anti-endoglina humana y nigrina b o ebulina | sobre células que
expresan endoglina humana.

ICso (pM)
Ng Eb 44G4-Ng 44G4—-Eb Ng-MJ7

Sintesis de proteinas
Lisado reticulocitos de conejo 25 150 88 150
L929 10.000 - >10.000 - -
L929(S) -CD105" 14.500 - 188 - -
Viabilidad celular
L929-hCD105 200.000 >10.000 170.000 10.000 i
L929(S)-hCD105* 240.000 >10,000 600 310 -
HUVEC-hCD105* 200.000 - 6.400 - -
L6E9-hCD105 - >10.000 - >10.000 -
L6E9(L)-hCD105* - >10.000 - 4.000
B16MEL4A5-rCD105" >200.000 - - - 4.200

La sintesis de proteinas y la citotoxicidad se determind después de la
incubacion de las proteinas e inmunotoxinas con las células durante 48h.
L929 es una célula de ratén que sobre-expresa CD105 de ratén ademas de
CD105 humano y es por tanto muy sensible a la Ng-MJ7 (Girbés y cols.,
2004; Benitez y cols., 2005; Muiioz y cols., 2007).

Nigrina b-mAb MJ7 in vivo.

Como prueba de concepto del uso de nigrina b como parte toxica de
inmunotoxinas in Vivo se procedid a preparar la inmunotoxina nigrina b-
MIJ7 (Muioz y cols., 2013).

Figura 20. Principio del funcionamiento in vivo de la inmunotoxina nigrina b-MJ7
sobre tumores palpables BIGMEL4AS5 generados por la implantacion de las células
tumorales en ratones C57BL/6J (Girbes, 2019).

MIJ7 reconoce especificamente y con alta afinidad al marcador de raton
(CD105r). Dado que el melanoma de raton es uno de los canceres que
sobre-expresan rCD105r en la superficie de las células y en las células de la
neovasculatura, la accion de la inmunotoxina in vivo se ejerce a dos
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niveles, el celular, sobre las células tumorales y el vascular, sobre la
neovasculatura tumoral. Como se observa en la figura 20, la destruccion de
unas pocas c¢lulas endoteliales destruye el vaso y provoca la liberacion de
la inmunotoxina, que pueden entonces actuar también sobre las células
cancerosas CD105"y sobre las células endoteliales destruyendo los vasos y
provocando la necrosis del tumor por falta de oxigeno y nutrientes. Por
ello, las inmunotoxinas nigrina b-MJ7 son antiangiogenicas.

Figura 21. Efecto in vivo de la inmunotoxina nigrina b-MJ7 sobre tumores palpables

B16MEL4AS5 en ratones C57BL/6J. Izquierda: seleccion de ratones tratados que va
; desde la eliminacion total (B), hasta la eliminacion
casi total (C) o hasta la eliminacion parcial (D).
Derecha: cortes histologicos de los tumores tefiidos
con hematoxilina-eosina; en azul se aprecia la masa
tumoral remanente (Muifioz y cols., 2013).

Para los estudios in vivo se realizaron
pruebas para determinar la
estequiometria de la inmunotoxina y su
solubilidad, asi como para determinar la
dosis minima de actuacion sin provocar
efectos letales. Para ello se desarrollaron
dos modelos, uno de cola de ratoén y otro de raton completo. En el primer
modelo se produce una herida en la cola para que se sobreeprese el
CDI105r y simultineamente se administra la inmunotoxina. En el
segundo se implantan células de melanoma BI6MEL4AS que provocan
un tumor palpable entre 7 y 14 dias después para provocar la
sobreexpresion de CD105r. En ambos casos la inmunotoxina nigrina b-
MIJ7 conlleva la destruccion de los vasos sanguineos afectados lo que
provoca la necrosis de la cola y la de los tumores. En la figura 22 se
presenta el efecto de la inmunotoxina sobre los ratones con tumores
B16MELA4AS.

recNigrina b cadena A-anti-MTX3 (OMTX503).
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La empresa ONCOMATRIX BIOPHARMA desarroll6 una molécula de
cadena A de la nigrina b por via recombinante reduciendo su
inmunogenicidad (recNigrina b-cadena A) y la acopldé al anticuerpo
monoclonal MTX5 que reconoce el CD105 humano. El conjugado
resultante denominado recNigrina b cadena A-anti-MTX3 (OMTX503)
resultd ser activo frente a células RM82 y xenoinjertos de sarcoma de
Ewing derivados de pacientes, lo que representa un avance significativo en
cuanto al uso de estas proteinas del saico en la construccion de
inmunotoxinas (Puerto-Camacho y cols., 2019).
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APLICACIONES DE LAS LECTINAS EN LA
NANOFARMACIA

Para mejorar la administracion de farmacos en la terapia utilizando
herramientas de la nanofarmacia se han preparado distintos tipos de
nanoestructuras, nanoparticulas, nanocapsulas, micelas, dendrimeros,
sistemas lipidicos nanoestructurados, nanoemulsiones, cristales liquidos y
nanosuspensiones, liposomas, niosomas y etosomas (Ardelean y cols.,
2019; Bruschi, 2019). La finalidad es alcanzar concentraciones terapéuticas
de tales formulaciones en los sitios de acumulacion y para ello es necesario
aumentar la adhesividad de dichas preparaciones a las biomembranas de las
células diana.

Una de las maneras es la conjugacion o funcionalizacion de dichas
nanoestructuras con lectinas. Las lectinas son mas resistentes a la digestion
gastrica (Jiménez y cols., 2013 y 2017), que otras proteinas conductoras,
por ejemplo, los anticuerpos. Los conjugados con lectinas se unen a la
parte glicidica de glicoproteinas y glicolipidos de las membranas celulares,
asi como a las mucinas del epitelio intestinal en funcién de la especificidad
de la lectina.

Son varias las lectinas utilizadas en la construccion de estas preparaciones.
Aqui presentamos tres ejemplos de funcionalizacion, con concanavalina A,
WGA (aglutinina de gérmen de trigo) y SELfd (lectina dimérica aislada de
frutos de S. ebulus).

La concanavalina A se ha utilizado para funcionalizar nanoparticulas
cargadas con farmaco. Entre las innovaciones mds recientes destaca la
funcionalizacidon de nanoparticulas de materiales mesoporosos. En la figura
22 se presentan dos ejemplos de estas nanoparticulas.

La preparada con el antitumoral doxorubicina (MSNConA@DOX) consta
de un ntcleo de material mesoporoso fabricado con silice recubierto con un
polimero degradable por 4cido al que se le une la lectina de manera
covalente. La lectina reacciona con restos de acido sidlico presentes en las
células blanco (en este caso células de osteosarcoma humano que
sobreexpresan restos terminales de acidos sialico), se internaliza y al pH
lisosdmico (aprox. 5,3) se hidroliza el polimero y se libera el farmaco
desde el nicleo mesoporoso.
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Citoplasma Citoplasma

Figura 22. Nanoparticulas formadas con material mesoporoso de silice
funcionalizadas con concanavalina A. Las nanoparticulas de material mesoporoso se
prepararon para contener farmaco: A: doxorubicina; B: levofloxacino. En A la
nanoparticula esta recubierta por acido poliacrilico al que se liga a la lectina y es sensible
a cambios de pH. La lectina interacciona con los restos terminales de acido sialico.
(dibujos realizados segun datos de Martinez- Carmona y cols., 2018 y 2019).

Este “nanosistema” permite concentrar el antitumoral en el entorno de las
células cancerosas aumentando su efectividad y reducir asi la dosis
administrada y, por tanto, los efectos secundarios (Martinez-Carmona y
cols., 2018). El otro nanosistema preparado con material mesoporoso
consiste en un nucleo similar al anterior pero cargado con el antibiotico
levofloxacino y se ha utilizado para destruir un biofilm bacteriano formado
con Escherichia coli. La funcionalizacion se ha realizado también con
concanavalina A. Este nanosistema permite la acumulacion de antibidtico
en el biofilm y por tanto aumenta su efectividad (Martinez-Carmona y
cols., 2019).

La aglutinina de gérmen de trigo (WGA) se ha utilizado para funcionalizar
microesferas de acido poli-(acido L-lactico-acido glicolico) rellenas con un
antigeno para la inmunoterapia oral de alergia de tipo 1. Las microesferas se
cargaron con alérgeno de abedul y se funcionalizaron con la lectina para
promover la bioadhesion a la mucosa intestinal. Estos preparados resisten
un 60% la digestion simulada y cuando se administran por via oral a
ratones se observa una respuesta mas fuerte en niveles de IgG que cuando
el alérgeno se administra en forma libre o encapsulado en microesferas no
funcionalizadas (Walter y cols., 2004).

En la actualidad estamos realizando estudios con los Profesores Damian y
Manuel Coérdoba Diaz del Departamento de Tecnologia Farmacéutica de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid,
encaminados a la obtencion de nanocapsulas preparadas con quitosano
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cargadas con prednisona y derivatizadas con la lectina SELfd de los frutos
de S. ebulus L. (figura 23).

Figura 23. Nanocapsulas de quitosano
cargadas con prednisona y funcionalizadas
con SELfd. Las nanocéapsulas de quitosano se
preparan en presencia de prednisona y después se
funcionalizan con la lectina SELfd de frutos de S.
ebulus L. con glutaraldehido como agente 7
conector quitosano-lectina. RS R A R I A

Se ha escogido esta lectina por varias razones: 1) se trata de una lectina
descubierta y caracterizada en nuestro laboratorio (Citores y cols., 1998);
2) presenta una actividad fijadora de mucina gastrica muy elevada (Citores
y cols., 1998); 3) resiste bastante tiempo la digestion por pepsina en un
fluido gastrico simulado, en comparacion con la ebulina f, lo que puede
permitir su transito gastrico en cantidad apreciable (Jiménez y cols., 2013);
4) posee buena capacidad conductora ya que permite la formacion de
conjugados citotoxicos para cultivos celulares de células COLO320
(Ferreras y cols., 2011).

Estudios de fluorescencia intrinseca indican que la razén de esta mayor
resistencia se debe a una mayor compactacion estructural en el medio acido
(Carrillo y cols., 2017). El trabajo realizado hasta el momento ha permitido
obtener nanocapsulas estables y con una buena carga de prednisona. Se han
llevado a cabo estudios histoquimicos por el Prof. Garrosa del
Departamento de Biologia Celular, Histologia y Farmacologia de la
Universidad de Valladolid que indican que las nanocapsulas se fijan
especificamente a la mucosa intestinal.
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CONSIDERACIONES FINALES

Se ha recorrido mucho camino desde que el Profesor Ortega Mata diese su
discurso de ingreso sobre las fitohemaglutininas. Desde entonces las
lectinas se han convertido en una disciplina, la lectinologia, cuya
proyeccion solo llegamos a atisbar.

Al reconsiderar los conocimientos adquiridos desde que en 1888
describiese el aislamiento de la ricina de las semillas del ricino, se aprecia
como unos datos que pudieran parecer anecdoticos se han convertido en un
material que tiene enormes implicaciones en el funcionamiento de las
células y los tejidos por su actuacidbn como sensores bioldgicos en el
reconocimiento entre las células y los tejidos hasta su actuacion como
elementos de defensa de las plantas contra patdgenos, insectos y gusanos,
pasando por sus aplicaciones en la biomedicina y la tecnologia analitica.

El futuro de la investigacion y las aplicaciones de las lectinas viene
marcado por el desarrollo de las tecnologias omicas y el desarrollo de
plataformas de alto rendimiento en el andlisis de las interacciones con los
azucares receptores en la superficie celular y en los compartimentos
intracelulares con el objeto de definir tanto la afinidad como la
especificidad lectina-azucar receptor. Por otro lado, el desarrollo de sus
aplicaciones en la construccién de farmacos para la terapia dirigida abre
nuevas vias de Investigacion, en particular en la nanofarmacia.

El “corpora non agunt nisi fixata de Paul Ehrlich cobra su maximo
significado en el modo de accion de las lectinas. La fijacion de las lectinas
a sus blancos celulares permite la interrelacion de las células y la
transmision de informacién entre ellas. La implicacion de las lectinas en la
Farmacologia es un campo que mereceria ser explorado. La interacion
lectina-receptor podria alterar los microdominios relacionados con los
receptores o los sistemas de captacion de farmacos alterando su entrada al
interior celular y por lo tanto pueden condicionar o definir la respuesta
farmacoldgica, tanto en células normales como en células alteradas
fisioldgica o patoldgicamente y ello podria contribuir a la susceptibilidad al
farmaco.

Permitanme una reflexion final. En estos tiempos de zozobra en los que
nuestro mundo satisfecho de sus sistemas y sus logros ha sido golpeado
duramente por la pandemia del coronavirus SARS-Cov-2 y la consecuente
crisis econdmica, hoy mas que nunca, se necesita ese impulso investigador
que estimulado y financiado suficientemente resuelva de manera lo mas
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rapidamente posible los retos que estan planteados para la supervivencia de
nuestra sociedad tal y como la conocemos. Las dificultades econdmicas con
las que se encuentra nuestro sistema de investigacion no pueden ser un
valladar insalvable que asfixie a nuestra sociedad, a nuestros jovenes, a
nuestro futuro. Tenemos los conocimientos, las personas y la sana
ambicion de poder contribuir al esfuerzo colectivo de conseguir un mundo
mejor.

Quiero concluir reiterando mi agradecimiento y firme compromiso para
con la Real Academia y espero llegar a ser merecedor del gran honor que
se me hace al ser admitido como uno mas de tan ilustre grupo de miembros
de los que espero aprender con su trato y magisterio.

He dicho.
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DISCURSO DE CONTESTACION

Excmo. Sr. Presidente
Excmas. y Excmos. Sras. y Sres. Académicos

Sefioras y Sefores

Es un verdadero placer tener el privilegio y la oportunidad que me
ofrece la corporacién de poder presentar al Profesor TOMAS GIRBES
JUAN en este acto solemne de su toma de posesion. Y quiero agradecer de
modo especial a la Junta de gobierno mi designacion para hacerlo por dos
motivos. En primer lugar, por su confianza y ademds por tener la
oportunidad de cederle el testigo de la medalla n® 5 que durante 40 afios
ostento mi padre D. Manuel Ortega Mata. (Aqui presente)

Para ello realizaré un recorrido sobre su trayectoria singular en la que
intentaré glosar, no solo los méritos académicos y cientificos que concurren
en su persona y que justifican su eleccion como Académico numerario,
sino que procuraré¢ también acercarme a la componente humana que no
siempre se hace tan visible de manera explicita.

TRAYECTORIA VITAL

Tomas Girbés Juan nacio6 el 18 de Julio de 1951 en Algemesi. Y alli
paso los primeros 12 afios de su vida, que segin sus propias palabras era
como la de los otros nifios. Sus padres Tomas, dedicado a la agricultura, y
Angeles a sus labores, no tenian estudios.

Los buenos recuerdos de su nifiez, a los que retorna de manera
recurrente, andan perdidos en las playas de “El Perell6” que marcan la
salida de la Albufera de Valencia al mar.

Alli Asistié primero al colegio de los escolapios y después ya de
manera mas estable a los maristas.

En 1963 su familia se trasladéo a Madrid y para no romper la linea
educativa continud sus estudios en el colegio San José de los Hermanos
Maristas en la calle Fuencarral y después en el de Chamberi, donde curso el
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Bachillerato Elemental. No obstante, dejo el colegio a los 14 afios, cuando
su padre le puso a trabajar de lavacoches con €1, en una estacién de lavado
y engrase de automoviles, por lo que continud estudiando en el Instituto
Cardenal Cisneros, en la calle de los Reyes, por libre, y con las dificultades
imaginables.

Aun asi, en 1968 curso el preuniversitario, el famoso “Preu” y en
1969 inicid sus estudios universitarios de Ciencias Quimicas en la UCM
que concluy6 en 1974. Ese mismo afio se matriculo, por primera vez, en la
Facultad de Farmacia de la universidad Complutense para cursar la
licenciatura, que abandono temporalmente.

Tiene recuerdos entrafiables de algunos profesores de la Facultad de
Ciencias. Como los de Angel Martin Municio, Catedratico de Bioquimica,
quien siempre decia que habia que tratar de hacer lo mejor posible todo lo
que se abordase. Con el pasar de los afios establecidé una cordial relacion
con ¢€l. Otro profesor del que guarda buen recuerdo es el Prof. Luis Franco
Vera que se encargaba entonces de las Técnicas Instrumentales
Bioquimicas. En 1973 el Prof. Luis Franco le aconsejo que fuese a hablar
con el Dr. David Vazquez, a la sazon Profesor de Investigacion del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.

Este le aceptd en su laboratorio para hacer la Tesina de Licenciatura
bajo la direccion del Dr. Juan Modolell Mainou, y que tratd sobre la
obtencion de polisomas endogenos de Escherichia coli. Este trabajo se
publicé en 1979 en “Methods in Enzymology”

Realiz6 la Tesis Doctoral también bajo la direccion del Dr. Modolell
sobre la utilizacion de andlogos estructurales no hidrolizables de GTP en
las etapas intermedias, que conducen a la biosintesis de proteinas y el
mecanismo mediante el cual el factor de elongacion G (EF-G) podria
interaccionar con el ribosoma. Leyd la Tesis en septiembre de 1977 e
inmediatamente se incorporé al servicio militar en el IMEC del Ejército del
Aire en Zaragoza, donde estuvo dieciocho meses. Durante ese periodo optd
a una oposicion de colaborador del CSIC en el Instituto de
Fermentaciones Industriales, que aprob¢ sin plaza.

Al acabar el servicio militar regres6 a Madrid e inici6 su peregrinaje
por los laboratorios que conocia, pasando por 2 institutos de investigacion
del CSIC y 4 universidades, antes de su adscripcion definitiva a la
universidad de Valladolid.
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ACTIVIDAD DOCENTE Y PROFESIONAL

Su primera actividad profesional fue en 1975 al acabar la Tesina de
Licenciatura, como Contratado en el Instituto de Bioquimica de
Macromoléculas del Centro de Investigaciones Biologicas (C.I1.B.).
Después en el periodo 1975-1977 fue becario del Plan de Formaciéon de
Personal Investigador en el mismo instituto, ya perteneciente al Centro de
Biologia Molecular “Severo Ochoa”.

En 1979 el Dr. D. Roberto Parrilla, Profesor Agregado de
Bioquimica en la Cétedra del Profesor D. Alberto Sols, de la Universidad
Autonoma de Madrid, le ofreci6 un contraté como Ayudante de Biofisica
en la Facultad de Medicina.

En 1993 realizd6 una estancia como Research Fellow en el
Departamento de Patologia del Hospital Universitario Hahnemann en
Philadelphia, EEUU.

Desde sus comienzos como docente en 1979, el Prof. Girbés ha
desempenado todas las categorias de profesor universitario, Profesor
Ayudante, Adjunto contratado y Agregado interino de Fisiologia en la
Facultad de Medicina de la Universidad de Extremadura; Adjunto
Numerario de Bioquimica en la Universidad de Ledn, Catedratico de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Valladolid y ultimamente Catedratico de Nutricion y
Bromatologia en la Facultad de Medicina de la misma universidad.

Durante todo este tiempo ha impartido numerosas disciplinas de
primero, segundo y tercer ciclo, en las areas de Fisiologia, Bioquimica y
Biologia Molecular y de Nutricion y Bromatologia.

Se le han concedido 6 tramos de docencia (quinquenios) hasta
diciembre de 2008.

En 1999 fue nombrado Académico Correspondiente de esta Real
Academia Nacional de Farmacia, a propuesta de los profesores Ruiz Amil,
Juan Tamargo y Antonio Portolés. El discurso de ingreso versd sobre las
proteinas inactivadoras de ribosomas y se publico en los Anales de la Real
Academia de Farmacia.

En el afio 2002 comparecié en la Comision de Ciencia y Tecnologia
del Senado en sesion informativa de la Ponencia para el estudio y la
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valoracion de la legislacion espafiola en el campo de la bioética y la
biotecnologia.

Su contacto con algunos miembros de la Academia y la continua y
perseverante indicacion del Profesor D. Manuel Ruiz Amilde que
finalizara sus estudios de Farmacia, le llevd a matricularse de nuevo en
septiembre de 2006, y a los 55 afios, consiguio el Titulo de Licenciado,
obteniendo en 2009 el Titulo de Doctor en el Programa de Farmacia, con
mencion de calidad, del Departamento de Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica de la Universidad Complutense.

En 2007, por recomendacion del Consejero de Educacion del
gobierno regional, solicito el cambio de &area de conocimiento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias al area de
Nutriciéon y Bromatologia de la Facultad de Medicina, que estaba con un
solo Profesor Titular y era una disciplina de Farmacia.

En cuanto a premios, ha obtenido el premio del Colegio Oficial de
Farmacéuticos de Madrid en el 2002, concedido por la Real Academia
Nacional de Farmacia y el premio Castilla y Ledn 2002 de Investigacion
Cientifica y Técnica concedido por la Junta de Castilla y Ledn. Otros
premios han sido el Premio “El Norte de Castilla” en 1996 a la
investigacion cientifica realizada en Castilla y Ledn y el premio “Julio del
Moral Maestro” 2007 de la Real Academia de Medicina y Cirugia de
Valladolid, de la que es Académico Correspondiente desde el afio 2008.

Es también Académico de Numero de la Academia de Farmacia de
Castilla y Leon desde el ano 2019.

ACTIVIDAD INVESTIGADORA

El Prof. Girbés esta en posesion de 6 tramos de investigacion
(sexenios) concedidos hasta diciembre de 2013.

Ha dirigido 29 Tesis Doctorales y tiene pendientes de lectura otras
dos. Los estudios realizados por el Prof. Girbés se pueden agrupar en tres
lineas de investigacion bésica y aplicada.

1. Estudios moleculares sobre la biosintesis de proteinas y los efectos
de antibioticos sobre el ribosoma de Escherichia coli (linea predoctoral).

2. Aislamiento, estudio Fisico-quimico, estructural y funcional,
inmunologico y toxicoldgico de proteinas inactivadoras de ribosomas
(RIPs). (linea principal)
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3. Construccion de inmunotoxinas y conjugados contra células
tumorales con anticuerpos monoclonales, contra la neovasculatura tumoral
con proteinas inactivadoras de ribosomas. (linea adicional)

Fruto de esta actividad investigadora, marcada por varios cambios
geograficos, han sido 120 trabajos en revistas cientificas internacionales
indexadas en el Journal of Citation Reports (2019) del ISI Web of
Knowledge, sobre sintesis de proteinas, lectinas, toxinas vegetales ¢
inmunotoxinas con 103 autorias principales, diversas publicaciones en
revistas no indexadas y capitulos de libro cientifico, 25 patentes recogidas
en Espacenet Worldwide database y mas de 100 comunicaciones a
congresos nacionales e internacionales.

En cuanto a la financiacion de esta actividad, ha dirigido 37
proyectos de investigacion, contratos y convenios, que han sido financiados
por instituciones publicas de &mbito nacional, autondémico y privadas.

Ha sido referee de mas de 50 revistas cientificas internacionales y
miembro del comité editorial de 3 de ellas. Ha sido también evaluador de
proyectos de investigacion de las agencias nacionales y algunas
internacionales (China, Italia, Sudafrica, Uruguay y Bélgica).

Uno de los mejores momentos en su investigacion fue cuando su
equipo consiguid aislar y caracterizar un nuevo tipo de lectinas
antirribosémicas del tipo de la ricina, pero mucho menos toxicas que ésta.

Como dice el prof. Girbés: “Preparé dos manuscritos, uno
con nigrina de corteza de Sambucus nigra que envié como manuscrito
acelerado a la revista Plant Molecular Biology y el otro, con ebulina de
hojas, a la revista Journal of Biochemical Chemistry para asi evitar
retrasos y bloqueos interesados, como después me encontré en varias
ocasiones. Aceptaron los dos manuscritos tal y como estaban con un
minimo retoque de algunos errores del inglés. Ambos trabajos se
publicaron en 1993”.

Otro de los momentos importantes de su grupo esta relacionado con
la remolacha azucarera.

En 1996, detectaron dos RIPs de una cadena polipeptidica que
denominaron beetins en razén a su nombre latino Beta vulgaris. Después
de su aislamiento, purificacidon y caracterizacion pudieron encontrar que se
inducian por infeccion viral. Los resultados se publicaron en la
revista Nature. Confiesa que los envid sin mucha conviccion de que fueran
aceptados, pensando que le serian devueltos a vuelta de correo. Pero para
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su sorpresa el editor de la revista le comunicé que publicaria una version
mas corta, con lo mas relevante que ilustrase el mensaje de induccion virica
de las beetins.

EXPERIENCIA EN GESTION

En el afio 2000 fue nombrado Presidente de la Subcomision 1.2 de
Ingenieria Molecular del Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS), del
Instituto de Salud Carlos III, que incluia las areas de Bioquimica y
Biologia Molecular, Fisiologia, Inmunologia, Genética y Oncologia,
cargo que ocup6 hasta principios de 2004, implicado en una intensa
actividad organizativa y evaluadora.

En 2009, la ANECA le propuso como experto del Programa
ACADEMIA. En enero de 2014 le propuso por concurso como vocal de la
Comision Nacional de Acreditacion de Profesores Titulares de Ciencias de
la Salud del Programa Academia de ANECA y después en julio de 2014
como Presidente de la Comision, hasta finales de 2017.

En 2016 fue nombrado también Presidente de la Comision Nacional
de Acreditacion de Profesores Titulares de Especialidades Sanitarias (BS)
del Programa Academia de ANECA 3.0 y de la Sub-comision de
Catedraticos, con el encargo de liderar y coordinar la elaboracion de los

primeros nuevos criterios de acreditacion para las comisiones de Ciencias
de la Salud.

En palabras del Prof. Girbés, esta labor fue tan intensa y agotadora
que, una vez finalizada, solicito ser relevado en enero de 2018.

COMENTARIOS AL DISCURSO DE INGRESO

El Profesor Girbés nos ha hablado en su discurso de ingreso de las
lectinas y su papel de elemento transductor del flujo de la informacion
celular y tisular. Su discurso se puede desglosar en varias partes.

En primer lugar, ha introducido el tercer alfabeto: el de azucares. El
primer codigo que se descifrod fue el codigo genético.
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El Prof. Girbés ha recordado los hitos mas importantes que
permitieron averiguar como la informacion contenida en el ADN se traduce
en las proteinas. Nos ha introducido el codigo de azlcares y su papel en la
denominada glicomica funcional. Los azicares en todas sus formas,
monomeros, oligdmeros y polimeros se reconocen también como
moléculas informativas y pueden considerarse como el “tercer alfabeto de
la vida” que se anade al primero, los nucledtidos y al segundo los
aminoacidos.

Nos ha explicado también que en términos de capacidad de
codificacion los glicanos ofrecen un potencial de codificacion de muchos
ordenes de magnitud, respecto al mismo nimero de nucleotidos del ADN.
Por tanto, los glicanos constituyen una poderosa via para presentar sefiales
de reconocimiento celular en un espacio minimo.

Los elementos de identificacién de dichas sefiales son las lectinas.
Dichas proteinas son capaces de interaccionar con los polisacaridos de las
glicoproteinas y glicolipidos de la superficie celular, gracias a lo que se
conoce como dominios de reconocimiento de carbohidratos o CDR (de:
carbohydrate recognition domain’).

Como bien ha expuesto el profesor Girbés, las lectinas estan
presentes en plantas, microorganismos, animales vertebrados e
invertebrados y hongos. Se conocen una gran cantidad de lectinas,
particularmente de plantas, lo que ha permitido todo tipo de estudios
estructurales y funcionales. En mamiferos se conoce la funcion de muchas
de las lectinas en procesos celulares, tales como adhesidén, migracion,
sefializacion, apoptosis, etc., y en general se las considera como moléculas
de reconocimiento celular.

En las plantas y hongos juegan un papel de proteccion frente a
patégenos. Nos ha hablado de las denominadas quimerolectinas en
particular de las de plantas. Estas constan de dos cadenas del tipo A-B y A-
BS5, en la que A es un dominio catalitico con actividad enzimdtica y B una
lectina. Las A-B son de plantas y las A-B5 son de bacterias.

En las lectinas de plantas la cadena A es una N-glicosidasa del ARN
ribosdmico y la cadena B es una lectina. Estas lectinas se denominan
también RILs (de: ribosome-inactivating lectins).

Como ejemplo de RIL vegetal nos ha hablado de la ricina, que es con
mucho la lectina toxica mas investigada hasta el momento, de su estructura,
su internalizacién via reticulo endopldsmico rugoso y de los procesos
moleculares implicados. Nos ha recordado los estudios de Paul Ehrlich
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sobre ricina y abrina y de como estos le permitieron acufiar el concepto
“Corpora non agunt nisi fixata” (Los cuerpos no actiian si no se fijan) que
fue la base de su concepto de bala magica o “Zauberkugel”, base de la
terapia guiada al blanco.

Ha introducido las RILs presentes en los saticos, Sambuccus nigra y
Sambucus ebulus, ebulinas y nigrinas que fueron descubiertas por su grupo
de investigacion y como dichas nuevas proteinas son mucho menos toxicas,
debido a una alteracion en el sitio de fijacion de azacar de alta afinidad que
determina que sigan una ruta lisosomica.

El Prof. Girbés ha hablado de las lectinas animales, centrandose
especialmente en las galectinas que fijan galactosa y galactésidos, y las
siglecs que fijan acido sialico. Estas lectinas animales estan implicadas en
el reconocimiento y sefializacion celular.

En una tercera parte nos ha hablado de las aplicaciones de las
lectinas en la agricultura, en las técnicas instrumentales en la biomedicina y
en la elaboracion de farmacos. De estos nos ha puesto ejemplos de como se
pueden utilizar en la fabricacion de nanosistemas con sistemas
mesoporosos y nanoparticulas.

CONSIDERACIONES FINALES

Hoy hemos podido disfrutar, de la mano del profesor Girbés, ademas
de un elaborado discurso con una poderosa carga cientifica, también de un
testimonio de gratitud a la altura de una persona modesta, generosa y
agradecida.

Una persona inquieta hecha a si misma, que reconoce que
“Desafortunadamente estuvo poco tiempo con sus maestros, pero gue su
huella marcé el estdndar que tenia que seguir”. Otra muestra mas de
agradecimiento y reconocimiento sincero, por su parte, que tanto contrasta
con la generacion actual.

Me recuerda lo afortunados que hemos sido algunos que hemos
podido disfrutar de una tutela larga y fructifera de nuestros maestros.

“No tener maestro es no tener a quien preguntar y mas
hondamente todavia, no tener ante quien preguntarse” decia Maria
Zambrano

Su carécter afable y bondadoso le ha abierto todas las puertas a las
que ha llamado y dice con orgullo que cuenta con amigos de verdad de los
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que te animan y te ayudan cuando estas decaido. Quizas por este motivo en
el ano 2006 se presentd a Rector de la Universidad de Valladolid, unas
elecciones muy politizadas por los grandes partidos, qué, como ¢l dice,
“gracias a Dios” no gano, pero que le permitieron establecer contacto con
muchisima gente dentro y fuera de la Universidad.

El haber ganado el Premio de Castilla y Ledn de Investigacion
Cientifica y Técnica le ha permitido durante varios afios ser vocal y
Presidente del Jurado de dichos premios y por ello ha conocido a personas
de todas las edades y ambientes universitarios y sociales de Castilla y Leon.

Valora mucho la amistad y la lealtad, que practica como principio sin
limite de edad, lo que encaja en el pensamiento de Fernando Pessoa:
“Escojo a mis amigos por la cara lavada y el alma expuesta. No quiero
amigos adultos ni comunes. Los quiero mitad infancia y mitad vejez.
Nifios para que no se olviden del valor del viento en el rostro y ancianos
para que nunca tengan prisa.”

Tomas no ha presumido hoy de su faceta como escritor y del hecho
de que ha publicado numerosos articulos de divulgacién en periddicos
locales, y de haber sido durante més de dos afios columnista semanal del
ABC de Castilla y Leon y durante dos afos, también, colaborador en un
programa en abierto en la radio Intereconomia, que le resultd muy
aleccionador.

Le gusta pintar al 6leo, le entretiene el bricolaje y le entusiasma la
gastronomia, en particular la que rodea al mundo de las paellas. Conserva
las recetas de su padre, que como buen labrador en Valencia las hacia muy
bien. Hace afios, junto con su mujer, ganaron un concurso de paellas en
Valladolid, con poco ingrediente, exhibiendo sus trucos culinarios.

Valora la vida en Familia y los ambientes con poco ruido, por eso
quizas, Tomas, con el paso del tiempo prefiere las opciones frio y montafia
que el calor y la playa de su nifiez.

Conoci6 a su esposa Pilar en el afio 1976 en el laboratorio de David
Vazquez, cuando estaba haciendo la Tesis Doctoral y desde entonces, se
han acompafiado mutuamente, no sélo en su vida doméstica sino también
académica, ya que ella es profesora titular del area de Nutricion y
Bromatologia, y han colaborado estrechamente de sus inicios.

Tienen dos hijas, Ana y Maria que han seguido caminos distintos a
los de sus padres ya que las dos son abogadas, y un nieto de 3 tres afios y
medio, de Ana, que les ha cambiado un poco la vida.
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De acuerdo con Max Jacob, “una obra no vale por lo que contiene
sino por lo que la rodea”.

La vida y la obra de Tomas estdin rodeadas de innumerables
ingredientes, no como sus paellas, que lo convierten en una persona
entrafiable y admirable en todos los sentidos.

Hoy, Tomas, adquieres un compromiso y tienes un reto y una tarea
dificil. La de estar a la altura de los académicos que llevaron la medalla n°
5.

Posees un don especial y tienes muchas de sus cualidades para poder
conseguirlo y apuesto que lo haras sin lugar a duda.

Querido amigo te recibimos con la solemnidad que la ocasion y la
Academia merece y te deseamos una larga y fructifera estancia entre
nosotros, en esta centenaria Institucion.

He dicho
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