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Resumen

El estudio presenta una sintesis del conocimiento a través de los hallazgos en la literatura sobre la riproximinay su actividad
antineoplasica, basada en una revision en las bases de datos Embase, Scopus, PubMed-Medline y Web of Science. Mediante
la aplicacion de criterios de seleccidn, se seleccionaron 9 estudios, que después de ser analizados, forman parte de la revi-
sion. Los estudios sobre la riproximina son escasos pero en algunos se ha informado sobre la actividad antineoplasica contra
las lineas celulares de cancer de higado y en la cepa Suit2-007 de adenocarcinoma pancreatico, lo que demuestra el potencial
antineoplasico, por lo cual se necesita informacion sobre la aplicacion de la proteina en terapias contra el cancer para
proponer una nueva clase de terapias antineoplasicas.
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Abstract

Antineoplastic activity of riproximin, a type Il ribosome-inactivating cytotoxic protein — A review. The study pre-
sents a synthesis of knowledge through the findings in the literature about Riproximin and its antineoplastic activity. This
is based on a review in the Embase, Scopus, PubMed-Medline and Web of Science databases. Through the application of
selection criteria, 9 studies were selected, which after being analyzed, are part of the review. The studies about the riprox-
imin are scarce, but some have reported the antineoplastic activity against liver cancer cell lines and in the Suit2-007
strain of pancreatic adenocarcinoma, demonstrating the antineoplastic potential. Information on the application of the

protein in anticancer therapies is needed to propose a new class of antineoplastic therapies.

Keywords: Biochemistry; Inhibitors of protein synthesis; Neoplasms

Introduccién

El cancer es una de las enfermedades que causa mas muertes
en el mundo, requiriendo grandes inversiones para el trata-
miento e investigacion de nuevas formas de tratar esta enfer-
medad. Segun datos del Observatorio Global del Cancer
(GCO) (https://gco.iarc.fr), organismo vinculado a la Orga-
nizacion Mundial de la Salud (OMS), entre los afios 2020 a
2040, estimd que se producen 10,9 millones de nuevos casos
de cancer en todo el mundo, alcanzando el récord de 30,2
millones de casos en 2024, lo que supone un incremento del
54,6% respecto a los casos para 20202,

Con el fin de desarrollar nuevos farmacos y terapias para el
tratamiento de tumores cancerosos, los investigadores han
volcado su investigacion con compuestos naturales y bioqui-
micos en la busqueda de tecnologias para el tratamiento del
cancer. Se destacaron las aplicaciones de compuestos como
la punicalagina, compuestos presentes en Punica granatum
(granada) y la proteina riproximina2.

Las proteinas inactivadoras de ribosomas (Rips) se estan
abordando ampliamente para estudios sobre la lucha contra
patologias animales y vegetales. Las proteinas inactivadoras

de ribosomas pertenecen a una categoria de proteinas que
actan con actividades celulares para inhibir la sintesis de
proteinas de los ribosomas. Las N-glicosilasas actian da-
fiando los ribosomas, eliminando los residuos de adenina del
ARN ribosémico®®.

Las proteinas inactivadoras de ribosomas tipo Il consisten en
dos cadenas polipeptidicas unidas entre si por un enlace di-
sulfuro’. La proteina 58-63-kDa identificada en la especie
Ximenia americana fue nombrada Riproximina (Rpx), reci-
biendo este nombre porgue tiene actividad inactivadora de
los ribosomas y porque su origen es de la planta X. ameri-
canad’®.

El modelado molecular de la proteina Rpx se realizé6 me-
diante andlisis de péptidos y secuencias de ADN, que mos-
traron similitud con otros miembros del grupo de proteinas
inactivadoras de ribosomas tipo 11, especialmente con el sub-
grupo toxico, teniendo como parientes cercanos ricina, ebu-
lina, lectina de viscumina | y negrina b®°.

La expansion del conocimiento sobre la proteina Rpx como
agente antineoplasico es esencial para difundir las acciones
de la proteina y ayudar en la investigacion que puede ayudar
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en la formulacién de nuevos medicamentos y terapias contra
el cancer. Este trabajo busca proporcionar datos a través de
una revision exhaustiva de la literatura, con el fin de promo-
ver el conocimiento sobre las acciones inactivadoras de los
ribosomas y la actividad antineoplasica de la riproximina.

Procedimiento metodol6gico
Tipo de estudio

El presente estudio es una revision integradora de la literatura
(RI). Las revisiones integradoras permiten sintetizar la investi-
gacion y obtener informacién sobre el tema. Para realizar una
RI, son necesarios estandares de rigor, claridad y replicacion de
los estudios obtenidos en las bases de datos primarias para ase-
gurar la calidad del estudio™.

A fin de lograr el objetivo propuesto, se siguieron medidas
esenciales para la elaboracién de un examen integrador, a sa-
ber: la identificacion del tema; definicion de los criterios de ad-
misibilidad; identificacion de los estudios en las bases cientifi-
cas; calificacion de los estudios seleccionados y analisis critico;
evaluacion e interpretacion de los resultados y presentacién de
los datos?.

Estrategia de busqueda

Para la revision, se seleccionaron articulos indexados en las
fuentes primarias de investigacion Scopus (https://www.sco-
pus.com), Embase (https://www.embase.com), MedLine/Pub-
Med (www.ncbi.nlm.nih.gov/ pubmed) y Web of Science
(https://webofscience.com), que evaluaron métodos de extrac-
cion, purificacion y la actividad antineoplésica de la riproxi-
mina. La busqueda de articulos se realiz6 a través del conjunto
de términos: “riproximina” AND (“extra¢io” OR ‘“re-
mogdo”) AND (“purificagdo”) AND (“atividade antineopld-
sica” OR “acdo anticancerigena”) e “riproximin” AND (“ex-
traction” OR “removal”) AND (“purification”’) AND (“anti-
neoplastic activity” OR “anticancer action”).

Criterios de inclusion y exclusion de los estudios

En la seleccion de articulos, se aplicaron los siguientes criterios
de inclusion: (1) Articulos que evallan la capacidad antineopla-
sica de riproximina: (I1) Articulos disponibles en su totalidad;
(1) Articulos en cualquier idioma; (IV) Estudios publicados en
las Gltimas dos décadas (2003-2023). Los criterios de exclusion
fueron: (I) Articulos duplicados; (1) Articulos cuyo contenido
no esté relacionado con el tema de investigacion; (111) Estudios
fuera del disefio temporal propuesto; (V) Articulos no dispo-
nibles en su totalidad; (V) Editoriales, tesis, disertaciones y mo-
nografias, libros y capitulos de libros, resimenes y trabajos pu-
blicados en anales de eventos

Seleccién y comparacion de datos

Los estudios recuperados en las bases de datos se sometieron
inicialmente a una seleccion de marco de tiempo, después de lo
cual los datos obtenidos tuvieron su RIS (Reference Manager)
exportado y agregado al software libre Rayyan (https://www.

rayyan.ai/), segun lo propuesto por Ouzzani et al.** (2016), para
la eliminacién de duplicados, en caso de estudios duplicados,
se dio preferencia a la inclusion del estudio encontrado primero,
independientemente de la base de datos indexada.

En la siguiente etapa, se analizaron el titulo y el resumen, y se
rechazaron los estudios que no cumplieron con los criterios de
inclusion, y luego se accedio a los estudios en su totalidad para
su evaluacion. Los articulos seleccionados estan organizados
en una hoja de célculo de Microsoft Excel, que contiene autor,
afio, revista, linea celular de céncer evaluada y observaciones
sobre el estudio.

Resultados

Un total de 1.281 estudios fueron recuperados de las bases de
datos. Después de aplicar el marco de tiempo, aplicar los crite-
rios de inclusién, eliminar duplicados, leer los titulos y resime-
nes y leer en su totalidad, se seleccionaron nueve estudios que
forman parte de la revision. La estrategia de busqueda se mues-
tra en la figura 1. El elevado nimero de articulos duplicados se
justifica debido a que Scopus y Embase son del grupo Elsevier,
teniendo en ambas bases de datos las mismas revistas indexa-
das, en lo que se refiere a la exclusion de otros articulos se ex-
plica debido al elevado nimero de estudios que sélo describen
riproximina, y no reporta actividades biol6gicas ni trata otras
sustancias con actividad antineoplasica. La caracterizacion de
los estudios que componen la revision se muestra en la tabla 1.
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Fig. 1: Diagrama de flujo de la estrategia de bisqueda y resultados en
las bases de datos. Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 1. Caracterizacion de los estudios que componen la revision.

N° Autor y afio Periddico Linea celular Observaciones

1  Pervaizetal.}(2022) J.Cancer Res. Clin. Oncol. CC531 (colorrectal) La riproximina indujo efectos antiproliferati-

vos significativos en un formato dependiente
de la concentracion y el tiempo

2 Saginietal.’® (2020) Front. Pharmacol. PDAC Suit2-007 La rpx tiene el potencial de disminuir la ex-
(pancreas) presion de genes, que han mostrado una re-

gulacion positiva significativa en un modelo
de raton de progresion de PDAC

3 Murtajaetal.’®(2018) Oncol. Lett. ASML (pancreas) La rpx causo una inhibicién del crecimiento
del 50% (ICso) a una concentracion de 65 pM

después de 24 h.
4 Pervaizetal.r (2016)  J. Cancer Res. Clin. Oncol. MDA-MB-231 e Lariproximina actla sobre la modulacion de
MCF-7 (seno) las cascadas de sefializacién, causando efec-

tos citostaticos y apoptéticos sobre las célu-
las de cancer de mama

5  Pervaizetal.’®(2015) Int. J. Oncol. SW480 e SW620 (co- La rpx induce efectos antiproliferativos e in-
lon) hibe la formacion de colonias por exposicion
6 Adwanetal®(2014)  Cancer Biol. Ther. MIA PaCa (pancreas)  El mecanismo de accién de la rpx implica la
modulacion de cadenas de sefializacion apop-
toticas
7 Horrix et al.*° (2011) Cell. Mol. Life Sci. MDA-MB-231 (seno) La riproximina depurina el ARNr 28S e in-
e HCT116 (colon) duce la expresién del gen UPR
8  Vossetal.®(2006) The FASEB Journal CC531-lacZ (Colon) La riproximina inhibio la sintesis de lucife-

rasa en un ensayo de transcripcion in vitro

9  Saengeretal.® (2004) J.Cancer Res. Clin.Oncol. CC531 (higado) Depuracién de un residuo especifico de ade-

nina a partir del ARNr 28S

Fuente: elaboracidn propia
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Fig. 2: Aspectos generales sobre la riproximina y sus actividades bioldgicas

Discusion

El estudio de la riproximina describe diferentes aspectos sobre
esta proteina, que proviene del proceso de extraccion y purifi-
cacién, a las actividades bioldgicas contra las lineas celulares

cancerosas. El resumen gréfico de la figura 2 aclara los aspectos
que se presentaran a continuacion.

Proteina riproximina

La riproximina a es una proteina dividida en dos unidades (he-
terodimero), que tiene dos cadenas polipeptidicas llamadas ca-
denas A (dominio activo) y B (interaccién celular), unidas
por un puente disulfuro intermolecular, para la internaliza-
ciony los efectos posteriores. La cadena A de Rpx asi como
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otras proteinas inactivadoras de ribosomas es responsable de
la actividad catalitica, mientras que la cadena B tiene propie-
dades de lectina especificadas, siendo responsable de la
union a glicanos en la superficie celular?*22,

La secuencia proteica de la riproximina contiene variaciones
de aminoécidos, que resultan del polimorfismo del nucle6-
tido Unico en 28 posiciones. En comparacion con otras pro-
teinas inactivadoras de ribosomas tipo I, como la ricina y la
lectina de visco |, como el modelado de estructuras 3D, solo
10 aminoécidos estan involucrados en la funcion de las pro-
teinas. la variacion ASN/THR en la posicién 159 podria ser-
vir como un sitio de glicosilacién en la cadena de riproxi-
mina A,

Extraccion y purificacion de riproximina de Ximenia ameri-
cana

Pocos estudios describen el proceso de extraccién y purifi-
cacion de la riproximina de la Ximenia americana. El prin-
cipal estudio que evidencia y sirve como base de estudio
para otros investigadores, son los estudios de Bayer et al.?*
(2012), los autores obtuvieron la proteina a través de huesos
de fruta de X. americana. En la extraccion se rompieron las
almendras de X. americanay 10 g de almendras se homoge-
neizaron en 50 ml de Tris-HCI tamp6n 20 mM, pH 7.0, y se
centrifugaron (4000 g, 4 °C, 10 min), para la separacion de
la capa grasa, la eliminacion de lipidos se produjo con el uso
de disolventes organicos, como cloroformo, éster acético y
n-heptano.

Para la purificacion de la riproximina se llevan a cabo dos
fases: pre-purificacién y purificacion. En la pre-purifica-
cion, el extracto acuoso se insertd en resina pre equili-
brada y se lavoé la solucion tampdn Tris-HCI 20 mM, pH
7.0. Se eluyeron fracciones con riproximina para aumen-
tar la concentracion de sal hasta 500 mM de NaCl. La pu-
rificacion sigue el procedimiento descrito para la riproxi-
mina de material vegetal'*, utilizando lactosil-sefarosa
equilibrada con tampén Tris-HCI 20 mM, pH 7.0 que con-
tiene hasta 500 mM de NaCl. La riproximina se eluy6 con
20 tampén Tris-HCI mM, pH 7.0 que contenia hasta 500
mM de NaCl y 100 mM de galactosa. Las muestras fueron
agrupadas y concentradas en filtros de membrana de
10.000 MWCO en tamp06n de almacenamiento que conte-
nian Tampén Tris-HCI 20 mM, pH 7,0 y galactosa 50
mM, y posteriormente analizadas por SDS-PAGE?.

Preparacion tipica con elucién en un solo paso de DEAE-
celulosa, demostrar cantidades de proteinas purificadas de
90 pg por afinidad con actividad citotoxica, a partir de 20 g
de materia prima.

Inactivacion de los ribosomas

La inactivacion de los ribosomas demostrada por la proteina ri-
proximina a puede estar ligada a la cadena A (dominio activo).
La cadena A es una rRNAN-glucosidasa, que causa la depura-

cion del rRNA 28S de manera catalitica, lo que provoca la de-
tencion de la transcripcion de la sintesis de proteinas'®?. Los
RIP tipo 2 como la riproximina a tienen un dominio léctico que
es capaz de unirse a los receptores glicosilados de la superficie
celular, que pueden ser internalizados por las células?.

Hasta la fecha, no hay registro de que los aminoécidos que
constituyen la region C terminal de los RIP estén directamente
involucrados en la inactivacion de los ribosomas. La mutacion
de esta region en principio no debe interferir con la actividad
catalitica de las proteinas, ni alterar la conformacion tridimen-
sional que afecta al sitio activo. A pesar de multiples estudios,
todavia no existe un consenso que aclare el papel de estas inter-
acciones entre las cadenas toxicas de los RIP y la membrana
celular, ni el mecanismo por el cual ocurren?.

Actividad de la riproximina en lineas celulares

La actividad antineoplasica de la riproximina ha sido estudiada
contra varias lineas celulares cancerosas, como el cancer colo-
rrectal®®, el cancer de mama?*? el cancer de pancreas®y el can-
cer de higado®.

La riproximina mostrd actividad antineoplésica contra varias li-
neas celulares cancerosas. Los estudios de Pervaiz et al.}’ de-
mostraron que la riproximina modula las cascadas de sefializa-
cion causando efectos citostaticos y apoptéticos en lineas celu-
lares de cancer de mama. La riproximina indujo efectos citotd-
Xicos en las cepas de cancer de mama humano MDA-MB-231
y MCF-7, la proteina promueve una detencion significativa en
la fase Sy la fragmentacion nuclear. La riproximina también
induce la citoquina IL24/MDA-7 y los genes GADD relaciona-
dos con el estrés RE, ademas de la inhibicion de genes para la
migracién (RHO GTPases), actividades antiapoptéticas (fami-
lia BCL) y ciclo celular (ciclinas).

La exposicién de la linea celular Suit2-007, cepa asociada a
adenocarcinoma ductal pancreético (PDAC) a riproximina aso-
ciada a TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con
factor de necrosis tumoral), se evalud mediante el ensayo MTT,
se evidenci6 que la asociacién de Rpx y TRIAL induce una su-
pervivencia 6 veces menor en células tumorales PDAC. El es-
tudio también muestra que Rpx tiene afinidad por CEA (anti-
geno carcinoembrionario), se relacion6 significativamente con
la expresion génica de moléculas de adhesion celular relacio-
nadas con CEA (CEACAMs)™,

Otros estudios realizados por Sagini et al.*® evaluaron la activi-
dad antineoplasica de la riproximina contra la cepa de cancer
de pancreas Suit2-007 y el ASML de rata. La evaluacion de
Rpx y proteinas de union a lactosil-sefarosa (LSBPSs) para la
absorcion celular se prob6 mediante microscopia de fluores-
cencia. Rpx y LSBPs reducen la proliferacion celular in vitro,
disminuyendo la proliferacion en un 15-20% en presencia de
galactosa. Ademas, se identificaron 2.415 genes de expresion
modulados por ARNm después de la exposiciéon de células
Suit2-007 a Rpx in vitro.
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Muchos estudios se centran en lineas celulares de cancer de
pancreas, debido a la dificultad del tratamiento del cancer y
la afinidad de Rpx con estas cepas. Las lineas celulares de
cancer de pancreas ASML y sus clones 2, 5y 10 fueron es-
tudiadas por Murtaja et al.’® (2018), contra la riproximina.
Para determinar las tasas de proliferacion y el efecto de la
riproximina en las células ASML, se realizo el ensayo MTT,
sembrandose a densidades de 1x10%-10x10° células/ml (100
pl de medio por pocillo). En el origen celular original, Rpx
causo una inhibicion del crecimiento del 50% (IC 50) a una
concentracién de 65 pM después de 24 h. Cl 50 disminuy6
18 veces en los siguientes 3 dias, de 22h (48h) a 20h (72h) y
4h (96h). El clon ASML 2 es el més sensible después de 24
h (IC50 33 pM).

En comparacion con otras proteinas inactivadoras de riboso-
mas con actividad antineoplasica, la riproximina presenta re-
sultados similares. La ricina en la incubacion de 4 pM es su-
ficiente para disminuir la cantidad de proteina ID1 en las cé-
lulas MDA-MB-231 (linea celular de cancer de mama) y
HCT116 (linea celular de cancer de colon), mientras que la
riproximina demuestra actividad entre 20 y 100 pM para las
mismas cepas. La utilidad de la ricina como agente antican-
cerigeno es limitada debido a la no selectividad de la cadena
de lectina B, que no ocurre con la riproximina®3t,

Los estudios con otras proteinas inactivadoras de ribosomas
tipo 11 ya han demostrado actividad antineoplésica. El anali-
sis del mecanismo de actividad apopt6tica de la ricina cruda
(CR) en la via de cascada de caspasas en el indice A que CR
induce apoptosis intrinsecamente en lineas celulares de can-
cer de pulmén (A549), a través de la via de sefializacion mi-
tocondrial de caspasa-9 y activacion de caspasa-3*.

Las formas libres ebulina | y nigrina B presentaron valores
IC50 muy elevados, cercanos a 4.000 y 1.800 ng/mL, res-
pectivamente. Pueden bloguear el receptor de transferrina
humana y reducir la actividad conjugada de Tf %,

Conclusion

Después de analizar la literatura, fue posible observar que
incluso con multiples avances en los estudios sobre el uso de
la riproximina como futuro agente antineoplasico, los estu-
dios sobre extraccion, purificacion y aplicacion de riproxi-
mina en terapias contra el cancer son escasos. Sélo dos ar-
ticulos fueron recuperados por los autores en la literatura que
retratan la extraccion y purificacion de la riproximina de Xi-
mena americana.

La riproximina representa una alternativa futura a favor del
desarrollo de nuevos farmacos y terapias antineoplésicas, al
demostrar en pruebas in vitro resultados prometedores, pero
para ello es necesario realizar nuevos estudios para verificar
nuevos métodos de extraccion, purificacion, asegurar el uso
y las dosis de riproximina, ademas del desarrollo de nuevas
pruebas contra otras lineas celulares de cancer, preferible-
mente cepas de alta complejidad.

Ademas de la necesidad de nuevos estudios para obtener la
proteina riproximina, es necesario centrarse en como aplicar
esta biotecnologia al tratamiento de enfermedades, especial-
mente el cancer. Analizar los métodos farmacoterapéuticos
viables para su uso en una escala aplicable al uso.

Los presentes estudios aportan nuevas reflexiones sobre la
actividad antineoplésica de la riproximina obtenida de Xi-
mena americana, a través de una sintesis de los conocimien-
tos recuperados de estudios en la literatura en las Gltimas dos
décadas, buscando ayudar con la formacion de una fuente de
investigacion para otros investigadores que buscan estudiar
sobre las actividades bioldgicas de la riproximina.
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