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. RESUMEN

La ebulina es una proteina inhibidora de ribosomas tipo 2 con actividad lectina
(RIL) aislada del sauco enano. Los frutos del sauco se han consumido desde la
antigiedad por sus atribuidos efectos medicinales. En la actualidad se esta
estudiando su posible uso en la terapia contra el SIDA 'y como antineoplasico. Nos
planteamos, por tanto, un estudio experimental para valorar la toxicidad de esta
proteina antirribosémica. Para ello administramos intraperitonealmente una dosis
Unica de 5mg/kg de ebulina a 6 ratones Swiss adultos (40-45 g), empleando 3
como controles a los que se les inyectdé SSF. Los animales, tras anestesia, fueron
sacrificados mediante perfusion intracardiaca y fijados con paraformaldehido al
4%. Se tomaron muestras de estdmago, intestinos delgado y grueso, higado,
rindn, pulmén y corazon, que fueron incluidas en parafina para su posterior estudio
histolégico mediante H&E vy tricromico de Masson. La inyeccion de ebulina
provoca en el intestino delgado desde apariencia edematosa con epitelio
aplanado hasta total desaparicion de las vellosidades y atrofia de las criptas de
Lieberkiihn, con células necroéticas en su interior, asi como un aumento de las
apoptosis. Las criptas del intestino grueso también se ven afectadas, aunque en
menor grado, conservando su citoarquitectura, donde las células caliciformes
aparecen mas resistentes. Los pulmones se muestran congestivos tanto en
animales control como en experimentales, encontrandose solo en experimentales
focos hemorragicos. En el corazén hallamos dehiscencia y degeneracion de
algunas fibras cardiacas en varios de los animales tratados. Nuestros resultados
muestran que la ebulina resulta toxica a la dosis administrada, y comparando la
via de administracion ip con la via oral encontramos que con esta Ultima aparece
mas dafio en el corazon y los pulmones pero no en el resto de érganos estudiados.
El consumo de frutos del salco debe, por tanto, tener esto en consideracion y
tomar medidas que detoxifiquen, como la coccion. Por su parte, la ebulina podria
ser combinada con sustancias como la cloroquina para aumentar su toxicidad en
células tumorales, o con nanoparticulas para llegar al SNC, o con anticuerpos,
creando inmunotoxinas que dirijan su toxicidad de forma selectiva frente a las

células tumorales o infectadas por VIH.



Il. INTRODUCCION
I.1. LAS RIPS

Las proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs) son enzimas (EC 3.2.2.22) con
actividad N-glicosidasa en la adenina 4324 que se unen al esqueleto ribosa fosfato
del ARNr 28S de los ribosomas. Esta adenina se encuentra en un bucle muy
conservado denominado lazo a-sarcin / ricina (SRL) (Figura 1) y es necesaria para
la interaccion con el factor de elongacion eucariota 2 (eEF-2); por lo que la accién
de las RIPs impide la promocién de la traslocacion dependiente de GTP de la
cadena proteica naciente desde el sitio A al sitio P del ribosoma, inhibiendo la

sintesis de proteinas de manera irreversible.
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tRNA loop

Sintesis de proteinas
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Figura 1: dibujo esquematico de la accién de las RIPs bloqueando la sintesis

proteica (a) y de los tipos 1 y 2 de RIPs (b).

Se han descrito tres tipos de RIPs (Tejero et al 2015): las RIP tipo 1 con solo una
cadena enzimatica (cadena A); RIP tipo 2: proteinas de 2 6 4 cadenas (A-B o [A-
B] 2), unidas mediante puente disulfuro. La cadena A tiene actividad enzimatica y

la cadena B es un dominio lectina, ya que tiene afinidad por polisacaridos de



membrana, concretamente por residuos de galactosa. Las RIP tipo 3 son un tipo

especial de cadena unica de RIPs que solo se han encontrado en Poaceae. Las

RIP tipo 1 son relativamente abundantes y mas de 30 han sido aisladas. Como

ejemplos de RIP tipo 1 tenemos ebulitins a y B de Sambucus ebulus L. o briodina

S de Cucurbitaceae; de RIP tipo 2, diferentes formas de ebulina (S. ebulus L.),

ricina, abrina, viscumina, modecina, volkensina y eutirucalina, esta ultima en el

latex de Euphorbia tirucalli (Tabla 1). Las RIPs 1 no reconocen receptores al

carecer de la cadena lectina y no atraviesan la membrana, con lo que resultan

menos toxicas.

Parte
de la
planta
S. ebulus Hojas
Frutos
Flor
Rizoma
Rizoma
Rizoma
S. nigra Corteza
Corteza
Corteza
Corteza
Corteza
Corteza
Corteza
Fruto
Semillas
S. sieboldiana = Corteza

Corteza

Proteina

Ebulina |
Ebulina f
Ebulina blo
Ebulinarl
Ebulina r2
SEA|
Nigrina b
Nigrina basica b
SNA-I
SNA-I’
SNRLP1
SNRLP2
SNA-V
Nigrina f
Nigrina s
Sieboldina b
SSA

Mr (kDa)

Conjunto

56.0
56.0
60.0
56.0
56.0
140.0
58.0
64.0
240.0
120.0
68.0
62.0
120.0
58.0
57.3
60.0
115.4

Cadena A CadenaB

26.0
26.0
34.0
26.0
26.0
30.0
26.0
32.0
33.0
32.0
34.0
30.0

26.0
26.0
27.0
28.7

30.0
30.0
30.0
30.0
30.0
35.0
32.0
32.0
35.0
35.0
34.0
32.0

31.6
31.0
33.0
29.0

Afinidad azticar

Gal

Gal

Gal

Gal

Gal
Neu5Ac-Gal/GalNac
Gal/GalNac

No determinado
Neu5Ac-Gal/GalNac
Neu5Ac-Gal/GalNac
Gal/GalNac oligomero
Gal/GalNac oligomero
Gal/GalNac

Gal

Gal
Neu5Ac-Gal/GalNac
Neu5Ac-Gal/GalNac

Rto/100
gr
material
3.2

1.6

5.9

1.34
0.56

6

254

90

100

0.2

100

13

Tabla 1: Caracteristicas de las RIPs tipo 2 aisladas del Sambucus ebulus,

Sambucus nigra y Sambucus sieboldiana (modificado de Tejero et al. 2015).

II.2. ACTIVIDADES DE LAS RIPS

IC50
(nM)

0.15
0.03

0.34
1.14

0.1

0.02
1.65
1.25

0.03

0.9
>100

Ya hemos dicho que la principal actividad de las RIPs es la inhibicion de la sintesis

de proteinas, pero ya se han estudiado otras actividades como la actividad



fosfatasa en los lipidos, que puede estar relacionada con la mejora del perfil
lipidico, actividad DNasa superoxido dismutasa con efectos antimicrobianos y
antiparasitarios. También se han visto la actividad quitinasa y topoisomerasa en el
ADN (Di Maro et al. 2016).

Ademas, también se ha comprobado que la ricina, una vez inactivada su accion
sobre los ribosomas, continuaba siendo casi tan téxica como la ricina nativa, lo que

favorece la hipotesis de que las RIPs pueden actuar sobre diferentes substratos.

Las RIPs son mas activas a pH acido que a pH basico, debido a que a pH &cido
tanto el ADN como el ARN tienen una estructura menos rigida y hay mas facilidad
para acceder a ellos por parte de las RIP. Pero se ha visto que los ribosomas no
se depurinan bajo las condiciones Optimas a pH acido como ocurre con los acidos
nucleicos, lo que sugiere que en funcién de las condiciones celulares, las RIPs

pueden alcanzar distintos objetivos.

Se ha observado que la lectina Eutirucalina favorece el reclutamiento de neutrofilos
in vitro e induce la sintesis de TNF-a, IL12 y NO por macréfagos catalogandose
asi de estimulador inmune. Se comprobd que ni la migracion de neutrofilos ni la
interaccion lectina-macrofago fueron inhibidas por la presencia de galactosa. A raiz
de esos hallazgos se propusieron dos hipotesis: 1. Hay un complejo de glicanos
en los macrofagos, que es reconocido mas fuertemente por la lectina que la
galactosa 6 2. La respuesta biol6gica observada no estd mediada por el dominio
de reconocimiento de carbohidratos. También se ha visto que la capacidad
inductora de la produccidn de citocinas existia también en otras RIPs como laricina
y la modecina. Parece que esta actividad inmunoestimuladora se relaciona mas

con la cadena A (cadena activa) que con la B (Santana et al. 2014).

Asimismo, se ha visto que las RIPs, en ocasiones, eliminan mas de una adenina
provocando una multidepurinacién, aunque aun se desconoce el significado

funcional de este proceso.

11.3. PAPEL BIOLOGICO DE LAS RIPS EN LAS PLANTAS

Las diferencias en la actividad mencionadas anteriormente, otras propiedades de

las RIPs y sus diferentes concentraciones y localizacion en los tejidos vegetales


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Maro%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27439918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Maro%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27439918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pirovani%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24558388

apuntan a diferentes posibles papeles bioldgicos de estas enzimas en las plantas.
Algunas RIP tipo 1 aumentan su concentracion en las hojas en la senescencia y
en la maduracion de los frutos, mientras que otras son constitutivas y no cambian
en el ciclo de vida de la planta. Sin embargo, las RIP tipo 2 casi desaparecen en
la hoja en senescencia (Stirpe et al. 1996).

La aparicion o incremento de estas enzimas en la maduracion, en la senescencia
0 en condiciones de estrés sugiere que una funcion de las RIP podria ser participar
en favorecer la muerte de estas células dafiadas. Se ha observado que algunas
RIPs se expresan, se activan, o se segregan cuando las células deben morir, sufrir
apoptosis en la senectud, o en una infeccion viral (por ejemplo, en la
hipersensibilidad de las plantas tras infecciones virales). En una infeccion virica,
estas enzimas se sintetizan para inhibir la sintesis de proteinas y provocan la
muerte a la célula para evitar la propagacion del virus. Ademas, es posible que las
RIP desencadenen la muerte de sus propias células actuando también sobre el
ADN, como ya mencionamos anteriormente. Este ultimo mecanismo seria un
sistema altamente eficiente, pues pocas alteraciones o incluso un solo cambio

critico en una region de ADN serian suficiente para provocar la muerte de la célula.

En cuanto a la ebulina, RIP 2 en la que me centraré en el trabajo, se ha visto que
aparece en frutos, hojas y flores del Sambucus ebulus L. (salico menor o enano,
yezgo o sauquillo) en funcion de la etapa de desarrollo de esta planta. Se vio que
en los frutos, con la maduraciéon, se produjo una reduccion significativa de la
concentracion de la ebulina (RIP2) y de la lectina estructuralmente relacionada
(SELfd). Se encontraron en los frutos verdes hasta 16 mg/kg de peso humedo de
ebulina mientras que en los frutos maduros apenas se ha encontrado (Tejero et al.
2015). Ademas se ha observado que la ebulina f solo polimeriza en los frutos
verdes y no ocurre en los maduros (tampoco polimeriza la ebulina | en las hojas).
En las hojas del salco es maxima la concentracion en los brotes pequerios de 1
mm de tamafio y va desapareciendo con el crecimiento de éstas; ocurre al
contrario con la lectina estructuralmente relacionada en las hojas SELId, que
aumenta su concentracion cuando maduran las hojas, siendo practicamente la
Unica lectina que vemos en las hojas senescentes. Se piensa que la ebulina en

hojas y en los frutos podria ser un anti-nutriente para proteger los brotes y los frutos



de los insectos depredadores cuando las hojas estan creciendo y que permita asi

formar las semillas.

[I.4. TOXICIDAD DE LAS RIPS

Entre las RIPs, destaca la toxicidad de laricina que es hasta 5000 veces mas toxica
gue otras RIP 2 como la nigrina o la ebulina, y parece que esto se debe a la ruta
intracelular que siguen estas proteinas. Dicha ruta varia en funcion de distintas
condiciones, como la diferente expresion de ligandos en la superficie celular o la
variabilidad en la disponibilidad de vias para el traslado de la RIP al citosol. La via
de internalizacion de la ricina en las células animales es mediante endocitosis en
la membrana, tras reconocer aqui restos de galactosa, va entonces hacia la red
trans-Golgi y de aqui al reticulo endoplasmico mediante transporte vesicular
retrogrado. Una vez en el lumen del reticulo endoplasmatico, las cadenas Ay B se
disocian y la cadena A activa se va hacia el citoplasma. Se ha observado que la
ebulina tiene menor afinidad por la galactosa que la ricina, debido a diferencias
estructurales, como el grupo carboxilo subdominio 2y de la cadena B de la ricina 'y
ausente en la ebulina, asi como la sustitucion de Tir en este mismo subdominio en
249 por Fen (Pascal et al. 2001) y en la posicion 67 por Asn (Steeves et al. 1999).
Esta puede ser una de las causas de la menor toxicidad de la ebulina con respecto
a laricina. RIPs menos toxicas como la nigrina y la ebulina siguen una ruta desde
los endosomas a los lisosomas, donde son degradadas y se expulsan de la célula
los productos inactivos. La acumulacion de estas RIPs menos toxicas en los
endosomas provocaria la traslocacion no especifica al citosol (concentracion
dependiente), permitiendo asi la accién sobre los ribosomas. Ademas la ricina
tiene actividad lipasa la cual facilita su llegada al citosol mientras que la ebulina o
la nigrina no la tienen, lo que hace que permanezcan en los lisosomas

produciéndose su degradacion (Figura 2).
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Figura 2: Esquema representativo de la ruta intracelular. La ebulina y la nigrina
siguen la ruta endosoma-lisosoma-excrecién, en tanto que la ricina penetra
hacia el endosoma, desde donde pasa al aparato de Golgi y después

directamente hasta el reticulo endoplasmatico por transporte retrégrado.

Otra explicacién para la diferente toxicidad de la ricina y la ebulina puede ser que
la primera es capaz de inhibir la reaccion de proteina desplegada (UPR)
responsable de la degradacion proteasa en los proteasomas y sin embargo, parte
de la ebulina seria degradada por esta enzima antes de inhibir la sintesis de

proteinas en los ribosomas.

Para ser activas en ribosomas, la mayoria de las lectinas deben reducirse. Esto
apunta a que cuando las RIPs estan en el estado nativo el sitio activo no tiene
acceso al lugar de unién en el ribosoma. Es probable que las RIPs menos téxicas

tengan mas dificultad para reducir los puentes disulfuro que unen ambas cadenas.

También se ha visto que el calor desnaturaliza la proteina inactivando su accién

(se reduciria asi la toxicidad de los frutos verdes) (Jiménez et al. 2017).



La falta de toxicidad de la ebulina | intacta, incluso a altas concentraciones, hace
gue sea muy interesante su uso terapéutico y para la construccion de

inmunotoxinas.

[1.5. APLICACIONES Y FUTURO DE LAS RIPS

En la actualidad se esta estudiando principalmente su uso en la terapia contra el
SIDA y sobre todo como posible futuro tratamiento para el cancer al ser capaz de
inhibir los ribosomas y provocar la muerte celular. Seria interesante disminuir la
toxicidad de estas proteinas y ser mas selectivos con la diana, para por ejemplo
atacar solo a un tipo celular. Hoy en dia hay multiples estudios preclinicos que

abordan la aplicacion de estas moléculas.

Se plantean diferentes alternativas para reducir la toxicidad de las RIPs, como por
ejemplo unir RIPs a anticuerpos: obteniendo moléculas quiméricas conocidas
como inmunotoxinas, que combinan la accion toxica intracelular para provocar la
muerte de las las células y la especificidad de la diana que da el anticuerpo. Mas
novedoso seria obtener RIPs unidas a nanoparticulas: Las nanoparticulas pueden
atravesar la barrera hematoencefalica, y por su tamafio nhanométrico pueden entrar
en varios compartimentos celulares, incluido el nacleo, abriendo nuevos caminos

para el tratamiento con estas enzimas.

Se ha construido una inmunotoxina fusionando ebulina | y el anticuerpo
monoclonal anti-CD105 humano obteniendo asi la actividad inhibidora de la
sintesis de proteinas en células que expresan CD105 humano. Se ha visto que
ademas de inhibir la angiogénesis como otros farmacos antiangiogénicos, es
capaz de destruir vasos sanguineos ya formados por el tumor. (Tejero et al. 2015).
También se ha construido un conjugado de ebulina | con transferrina humana,
manteniendo tanto la capacidad de direccionamiento de las células que expresan
el receptor de transferrina como la inhibicion de la sintesis de proteinas celulares

dependiendo de la orientacion.

En la actualidad en el laboratorio de Oncologia de Hadassah-Jerusalén se ha visto
gue el fruto del Sambucus ebulus estimula el sistema inmunoldgico del cuerpo y

se estan tratando a pacientes de cancer y SIDA con él (Porter et al. 2017)



[1.6. LA EBULINA

En mi trabajo me voy a centrar en la ebulina, que como ya hemos dicho es una
RIP tipo 2 que se esta investigando como posible tratamiento contra el cancer. La
ebulina se aislé del Sambucus ebulus L (Girbés et al. 1993). Pertenece a la familia
Caprifoliaceae (Adoxaceas) dentro de la cual hay unas 40 especies diferentes de
arbusto medio. EI Sambucus ebulus es nativo del sur y centro de Europa, y del
sudoeste de Asia y crece en abril en climas templados y humedos cerca de los

rios, floreciendo al inicio del verano.

Desde el neolitico se han usado diferentes partes de esta planta tanto como
remedio medicinal para diferentes patologias, como alimento eligiendo sus frutos,

fuente de sustancias como vitamina C, flavonoides y compuestos fendlicos.

Se han observado restos de salco enano en yacimientos arqueolégicos en el sur
de Francia y norte de Italia de 6000 afios de antigiiedad y en los tratados de
Hipocrates y Dioscorides ya se nombra esta planta con propiedades terapéuticas.
Los romanos también se han beneficiado de sus efectos medicinales. En el libro
“The Physicians of the Myddavai” escrito en el siglo Xl se recoge el sauco menor

como planta medicinal para distintas afecciones.

El doctor Blockwich publicé el libro “Anatomia Sambuci” en el que hasta 70

enfermedades pueden ser tratadas con remedios a base de sauco.

El fruto del saico se enumera en el Manual de Hierbas Medicinales CRC en 1985,
y en la enfermeria de referencia de Drogas 2000 de Mosby para los resfriados, la
gripe, las infecciones por hongos y nasales, la congestion del pecho y la fiebre del
heno. El jugo de la baya del salco se utilizé para tratar una epidemia de gripe en
Panama en 1995, reduciendo los sintomas y acortando la duracién en aquellos

pacientes que la consumian.

El mecanismo de accion de la ebulina es el propio de una RIP, la inhibicion
irreversible de la sintesis de proteinas; y su cadena B se une selectivamente a D-

galactosa.


https://es.wikipedia.org/wiki/Europa
https://es.wikipedia.org/wiki/Asia
https://es.wikipedia.org/wiki/Asia

Se havisto que la cadena A de la ebulina | no comparte un alto grado de homologia
con la cadena A de otras RIP tipo 2, sino con la briodina S de Cucurbitaceae (RIP
tipo 1) y con otras RIP 1 que se usan contra el VIH de tipo | tricotsanina y TAP 29.
La cadena B tiene gran parecido con la cadena B de la ricina y de lectinas no

antirribosémicas del Sambucus.

Si tratamos con anilina acida el ARNr de los ribosomas de reticulocitos de conejo
a los que previamente se les afiadié ebulina, se libera el fragmento de ARN que
es el diagnéstico de la accion catalitica de RIP (actividad del rRNA N-glicosidasa
en los ribosomas de mamiferos). La ebulina a dosis de 51 microgramos por mL
aglutina completamente eritrocitos humanos y es de 1.000 a 5.000 veces menos

toxica que laricina.

En el salico enano se han encontrado diferentes isoformas de la ebulina en sus

distintas partes, asi como otras lectinas relacionadas.

La ebulinal, llamada asi por haberse obtenido de las hojas (leaves) fue la primera
RIP aislada del sauco. Estd compuesta por dos subunidades, una subunidad A con
actividad N-glicosidasa (26.000 kDa) y una subunidad B con propiedades de
lectina que se une a D-galactosa (30.000 kDa), ambas subunidades unidas
mediante un puente disulfuro. La Ebulina | inhibe la sintesis de proteinas en
mamifero, en presencia de un reductor, con una concentracion que da un 50% de
inhibicion (C150) de 8 ng/ml en reticulocitos de conejo, 15 ng/ml en higado de rata
y 5 ng/ml para sistemas libres de células de cerebro de rata. Sin embargo, la
ebulina | no inhibe la sintesis de proteinas en sistemas libres de células vegetales
y bacterianas. La ebulina | es aproximadamente 10.000 veces menos toxica para
las células cultivadas de mamifero que la ricina, lo que llevé a considerar a la

ebulina | junto con la nigrina b, como una RIP tipo 2 no toxica.

Del rizoma del Sambucus ebulus se aislaron las ebulinas rl y r2. La diferencia
fundamental con la ebulina | es que estas ebulinas del rizoma son activas en su
forma nativa e inhiben la sintesis de proteinas en ausencia de reductor. La ebulina
r2 nativa es tan activa como la ebulina | reducida y 100 veces mas activa que la
ebulina rl no reducida (Barbieri et al. 2004). Ademas, se ha visto que las ebulinas
l, r1 y r2 desencadenan una fuerte multidepurinacion en el ADN y ARN que es

comparable a la que provoca la ricina.
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En los frutos del saico menor se ha encontrado una isoforma de la ebulina |, la
ebulina f (30.000 kDa cadena Ay 34.000 kDa cadena B). En los frutos también se
ha aislado una lectina homodimérica denominada SELfd (100.000 kDa). La
ebulina f muestra una afinidad muy alta por la mucina y una sialo-mucina. La SELfd
nativa es resistente a la accion de la pepsina en un protocolo de incubacion de 60
min a 37°C (se ha visto que hasta mas de 90 minutos). Por el contrario, la ebulina
f comenzd a degradarse después de solo 15 minutos de incubacion, y fue casi
completamente hidrolizada después de 60 min. Podria ser debido a que SELfd
esta fuertemente glicosilada y la ebulina f no, y esta resistencia de la SELfd podria
llegar a convertirla en un alérgeno. Un calentamiento corto de extractos de frutos
maduros solo redujo el contenido de fenoles totales y por tanto las actividades
antioxidantes hasta en un 13,5%, pero la ebulina f queddé completamente
sensibilizada a la pepsina (Jiménez et al. 2015).

Las flores del yezgo contienen otra isoforma de ebulina conocida como ebulina
blo, junto con unalectina homodimérica llamada SELblo. Se ha visto que la ebulina
blo es toxica cuando se administra a ratones por alimentacion forzada por sonda

esofagica.

SEA |: esta proteina se describe como una lectina que interactia con acido sialico
como lo hace SNA | (sambucus nigra aglutinina |). Parece tener una estructura
tetrameérica 2 (A-B). Se intuye que ademas de la accion de depurinacion del ARN
ribosomal, también tiene un efecto sobre el ADN, como se pudo deducir en la
observacion en células COLO 320 en cultivo. El analisis histolégico mostré que se
une a las glicoproteinas y glicolipidos en la membrana plasmatica y se acumula en
las vesiculas intracelulares. Si se marca con fluorescencia se ve que se une a las
células caliciformes presentes en las vellosidades del epitelio del intestino delgado.
Estas células estan especializadas en la sintesis y acumulacién de mucina, cuyas

cadenas de oligosacéaridos a menudo terminan en acido sialico,
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[1.7. TOXICIDAD DE LA EBULINA

Aunque hemos hablado de la baja toxicidad de las isoformas de ebulina en
comparacion con la ricina, se ha estudiado la toxicidad de la ebulina f cuando se
inyectd en grandes cantidades (5mg/kg de peso) via intraperitoneal (ip) en ratones
jovenes (6 semanas de edad), y éstos murieron a los 2-4 dias de su administracion
observandose una dramatica pérdida de peso. A dosis de 3.12 mg/kg via ip se ha
visto que mueren todos los ratones entre el tercer dia y el noveno, habiendo
también una acusada pérdida de peso. Con 2.5 mg/kg solo muere un ratén a los
11 dias. Hay una reduccion rapida de peso en los primeros dos dias, se estabiliza,
desciende tras esta meseta y luego empieza a recuperar de nuevo el peso previo
(Jimenez et al. 2013).

Administrando la ebulina f via oral a dosis de 5 mg/kg de peso se ve que tanto
machos como hembras mueren aproximadamente en una proporcion de la mitad,
sin diferencias significativas entre sexos, entre los 3y 9 dias tras la administracion.
Se comprueba asi que la ebulina f es toxica via oral a diferencia de la nigrina b y
gue la ricina. Aunque la ebulina se degrade con pepsina, como dije antes, algo

pasa a sangre y causa dafios.

También se estudié la administracion de SELfd via ip a dosis de 5mg/kg y se vio
gue no provoca ningun efecto relevante en el peso del animal ni provoca ninguna

muerte.

Teniendo en cuenta el extendido consumo de los frutos del salco y los potenciales
usos terapéuticos de la ebulina, nos parece fundamental conocer la toxicidad de
esta proteina. Con el fin de contribuir a dicho conocimiento, nos planteamos en
este trabajo la realizacion de un estudio experimental de la histotoxicidad de la
ebulina en ratones y asi valorar la viabilidad de su consumo y su posible utilizacion

como farmaco.
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lIl. MATERIAL Y METODOS

El material vegetal utilizado para la obtencion de la ebulina para el trabajo fue a
partir de los frutos verdes del Sambucus ebulus recolectados en la localidad de
Barruelo del Valle (Valladolid), durante los meses de junio y julio. Se los tritura en
un mortero formando una pasta que se diluye en tampén de extraccion (NaCl
0.14M, fosfato monosddico 5mM pH 7.5). Se mezclan en un vaso de precipitados
la pasta 'y 800 ml de tamp6n de extraccion durante 12 horas en agitacion constante
a 4°C. El extracto se filtra con una doble gasa de nailon y después se somete a
dos centrifugaciones obteniendo sobrenadante, se vuelve a filtrar y obtenemos lo
que se conoce como extracto crudo. Este extracto se pasa por gravedad por una
columna Ge-Pharmacia KX50 con camisa de refrigeracion, cargada con 200 ml de
AT-Sepharosa 6B. A continuacion se lava la columna con tampon salino hasta que
por gravedad la lectura de densidad Optica a 280 nm esté por debajo de 0.1
unidades. Después se realiza una cromatografia de exclusion molecular a través

de Superdex 75.

Se utilizaron un total de 9 ratones Swiss hembras cuyo peso oscilaba entre los 40
y 45 gramos. A 6 de ellas se les administré la ebulina por via intraperitoneal a dosis
de 5mg/kg de peso en 200ul de agua destilada, mientras que a otras 3 se les
inyectd SSF en igual cantidad de volumen para servir como controles. Los
animales se mantuvieron en jaulas individuales, estabulados en condiciones
estandar. A los 5 dias se sacrificaron por perfusion intracardiaca, previa anestesia
con una mezcla de Ketamina y Xilacina. En todo momento se siguio la normativa

referida en el R.D. 53/2013 para animales utilizados en experimentacion.

Se obtuvieron muestras de higado, rifidn, estdmago, intestinos delgado y grueso,
pulmén y corazén para su inclusion en parafina y posterior estudio histologico

mediante hematoxilina y eosina y tricromico de Masson.
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IV. RESULTADOS

De los 6rganos estudiados, las alteraciones histologicas mas llamativas tuvieron
lugar en los intestinos delgado y grueso (Figura 3). La mucosa gastrica, sin
embargo, aparece apenas dafiada, solo se ve una leve pérdida de mucocitos. En
la mucosa del intestino delgado se observa que las vellosidades son méas cortas y
menos numerosas y las criptas de Lieberkiihn aparecen notablemente atroficas
(Figura 3 Ay B). Las criptas del intestino delgado estan llenas de células muertas
y restos celulares de las paredes en los animales experimentales (Figura 3 B). En
estos animales las vellosidades comienzan haciéndose edematosas y los
enterocitos son reemplazados por células epiteliales aplanadas. Se observa un
aumento en el niumero de apoptosis en el epitelio intestinal, particularmente en el
compartimiento amplificador transitorio (TAC), dando primero una atrofia de las
criptas que posteriormente desemboca en una disminucion de la tasa de
renovacion y consecuentemente en la atrofia de la mucosa y desaparicion de las
vellosidades. La lamina propia pierde su asociacion normal con el epitelio. Esto
lleva a un fracaso de la barrera epitelial y da lugar a hemorragias en el intestino
delgado que se observan en las autopsias de estos animales tratados (Figura 4).
El intestino grueso se afecta en menor grado, conservando las criptas de
Lieberkilhn su citoarquitectura general y ocurriendo la pérdida celular
principalmente en los enterocitos, ya que las células caliciformes parecen ser mas
resistentes (Figura 3 C y D). Las células dafiadas aparecen principalmente en el
tercio medio de la cripta, siendo menor el nimero de apoptosis observadas en el
intestino grueso en comparacion con el intestino delgado. Asimismo hemos
encontrado incremento en el niumero de apoptosis en el higado de animales

experimentales (Figura 5).
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CONTROL EXPERIMENTAL

Figura 3: secciones histolégicas del intestino delgado (Ay B) y grueso (C y D)

en las que puede observarse la atrofia de las criptas de Lieberkiihn en los
animales experimentales mucho mas marcada en el intestino delgado. H&E.
Objetivo x10.



Figura 4: seccion histologica del intestino delgado de un animal experimental
en la que se observa desaparicion de las vellosidades, franca atrofia de las
criptas de Lieberkihn y pequefios focos hemorragicos (flecha). H&E. Objetivo
x10.

Figura 5: seccion histologica del higado de un animal experimental en el que

se observan multiples apoptosis (flechas). H&E. Objetivo x40.
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Los pulmones aparecen congestivos tanto en animales controles como en
experimentales (Figura 6), en tanto que solo en el caso de estos ultimos animales
aparecia hemorragia alveolar en algunos de ellos (Figura 7).

Figura 6: seccion histolégica de pulmén de un animal control en el que se

observa dilatacién de los vasos pulmonares. H&E. Objetivo x10.

Figura 7: seccion histologica de pulmon de animal experimental en el que se
observa extravasacion de los hematies al intersticio pulmonar y espacio
alveolar. H&E. Objetivo x40.
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El masculo cardiaco muestra focos degenerativos y zonas en las que las fibras
musculares aparecen poco cohesivas, con signos de debilidad y dehiscencia
(Figura 8).

Figura 8: seccion histolégica del miocardio de un animal experimental en la que
aparecen signos degenerativos de algunos cardiomiocitos. Tricromico de

Masson. Objetivo x20.

V. DISCUSION

Debido a la toxicidad del saico menor es probable que, desde que se comenzé a
consumir en tiempos prehistéricos, se sometiera a tratamiento: hervir los extractos
acuosos de la planta a un nivel seguro para inactivar la proteina, y hacerla sensible
ala degradacion por la pepsina acida. Asi los antiguos se dieron cuenta que podian

consumir esta planta sin que se produjeran efectos toxicos.

En el estudio de Garrosa et al. (2015), se describe en los pulmones de los ratones
viejos el desarrollo de focos neumonicos; sin embargo, en nuestro estudio

realizado en animales adultos no hemos hallado otras alteraciones en los
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pulmones ademas de congestion y algunos focos de hemorragia. Esto se puede
explicar debido a que a mayor edad hay menos resistencia de los pulmones contra
las agresiones. La dosis mas baja utilizada en ese estudio (1,4 mg / kg) no causoé

dafio a los intestinos, pero causo dafo considerable a los pulmones.

Sin embargo, con respecto a los intestinos, no encontramos en nuestro estudio,
diferencias significativas con relacion a los hallazgos descritos por Garrosa et al.
(2015) en animales viejos; en cuyo estudio tampoco observaban diferencias en los
cambios histoldgicos causados por la ebulina cuando comparaban a los ratones
de 6 con los de 12 meses de edad. No obstante, si se ha visto que hay mas
apoptosis en los ratones mayores, lo que puede ser debido a la mayor toxicidad
de esta sustancia en ratones viejos o simplemente al mayor nimero de apoptosis
gue observamos debido a que éste aumenta con el envejecimiento. Esto puede
resultar en una mayor toxicidad de esta sustancia lo que puede llevar a la ruptura

de la mucosa intestinal.

Otro tema destacado en el trabajo de Garrosa et al. (2015) es la aparicion de
nacleos atipicos que muestran displasia en el parénquima pulmonar después de
la administracion de ebulina f. En nuestro estudio en animales jovenes no hemos
visto estas displasias, pudiéndose explicar estas diferencias por el mayor grado de
mutagenicidad presente en edades avanzadas. En su estudio Garrosa et al. (2015)
no vieron cambios proliferativos, pero la presencia de estos nicleos atipicos puede
hacer sospechar un posible efecto mutagénico de esta RIP. De todos es sabido
gue muchos farmacos que se usan como tratamiento contra el cancer, a corto y
sobre todo a largo plazo, pueden ser inductores de nuevas neoplasias, debido a la
agresividad de estas sustancias y su capacidad de alterar el normal
funcionamiento de las células no tumorales. Este hallazgo debe ser observado

muy de cerca y ser estudiado por la posible grave repercusion.

En otros estudios se ha realizado la administracion de ebulina f por via oral (Tejero
et al. 2015) procediendo al analisis histolégico a las 24 y 48 horas. En el estbmago
se observé cierto deterioro, pero que no aparecia a las 48 horas. El intestino
delgado y grueso aparecen menos dafiados en comparaciéon con la administracion
via ip; esto quizas se deba a que la ebulina f ha sido en gran parte degradada por

la pepsina en el estbmago. Si se vio afectado el corazén, y en mayor medida que
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por via ip, observandose desgarros, lo que podria provocar fallo en el aparato
circulatorio y explicarse asi también el gran dafio que vemos en los pulmones, mas
acusado que cuando se administra por via ip. En los pulmones se encontré una
gran congestién venosa que también podria ser explicado por la regurgitacion

parcial de algunos animales que fallecian en las primeras 24-48 horas.

Nuestro estudio demuestra, como también puede comprobarse en estudios previos
en la literatrua, que la ebulina puede ser realmente dafina para el organismo y no
una RIP no toxica. Ello trae consigo un corolario interesante, como es el poder
provocar dafo en las células tumorales tratando de respetar las células normales
empleando una menor dosis. Una idea tedrica podria ser la de inhibir los lisosomas
de forma selectiva en las células tumorales. Ya hemos visto la ruta intracelular que
sigue la ebulina siendo ésta degradada en su mayor parte en los lisosomas, de ahi
su menor toxicidad, de manera que si conseguimos inutilizar los lisosomas
unicamente en las células tumorales, éstas serian mas sensibles a la accion de la
RIP, necesitandose menos dosis. La cloroquina, un conocido antipaltdico, altera
el pH de los lisosomas, con lo que las enzimas del interior no pueden actuar,
inactivando su accion. Podriamos, ademas, combinar la ebulina con un anticuerpo
y dirigirla selectivamente a las células del tumor, aumentando asi la toxicidad de

la ebulina en ellas.

Otro potencial uso de la ebulina, como ya comenté anteriormente, seria combinarla
con nanoparticulas que sean capaces de penetrar en el SNC, abriendo nuevos

horizontes para el tratamiento de enfermedades que aguejan al neuroeje.

Igual que pasa con otras RIPs, se piensa que dentro de la célula la ebulina actia
también mediante otros mecanismos, ya que la concentracion necesaria para

inhibir la traduccidén es mayor que la necesaria para afectar la viabilidad celular.

Hasta ahora he hablado de las RIPs y de la ebulina en concreto como posible
terapia contra el cancer debido a que inhibe la sintesis de proteinas de manera
irreversible provocando la muerte celular, pero sus multiples acciones y efectos
pueden hacer de ella un farmaco para otras patologias. Se ha visto que algunas
RIP tienen actividad antiviral contra virus animales y vegetales, pudiendo tener un
papel muy importante en la terapia contra el SIDA. Se ha postulado que algunas

RIP tipo 1 como tricotsantina, TAP 29, MAP 30 serian moléculas que actuarian
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directamente contra el VIH tipo | provocando su inactivacién o destruccion. Aunque
en otros estudios parece que el efecto directo de las RIP sobre los virus no es algo
factible y el mecanismo de accion seria mas indirecto. Estas proteinas aparecerian
en las células infectadas inactivando los ribosomas, provocando la muerte celular
y previniendo asi la propagacion viral. Seria interesante poder usarlas en fases
precoces de la enfermedad cuando aiun no hay muchas células infectadas y
mediante la combinacion con anticuerpos dirigirlas a células diana y destruirlas y
con ellas el virus. La tricostantina ya ha sido usada en ensayos clinicos para la

terapia contra el SIDA (Lee-Huang et al. 1991).

VI. CONCLUSIONES
1. La ebulina administrada intraperitonealmente produce en ratones:

a) Atrofia de las criptas de Lieberkihn y desaparicion de las vellosidades en el
intestino delgado.

b) Atrofia de las criptas en el intestino grueso, aunque en menor grado.

c) Congestion y hemorragias pulmonares.

d) Degeneracion de algunas fibras musculares cardiacas.

2. La mencionada toxicidad de la ebulina debe tenerse presente cuando se
consuman frutos del sadco y, por su parte, el conveniente empleo de la dosis
adecuada de ebulina podria tener aplicabilidad en la terapia del cancer intestinal,

asi como en otros tumores, especialmente en forma de inmunotoxina.
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