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En numerosos estudios se ha visto como muchas plantas contienen unas 

proteínas capaces de inactivar ribosomas, denominadas Ribosome-

Inactivating Proteins (RIPs), que provocan la inhibición irreversible de la 

biosíntesis de proteínas. En el siglo XIX se asoció la alta toxicidad de las 

semillas de ricino, a la presencia de RIPs, pero sólo en 1987 el grupo de 

Endo encontró dicha actividad enzimática asociada a la cadena A de la 

ricina. (Ferreras y cols., 2010; Endo y cols., 1987). 

 

Desde el aislamiento y caracterización de la ricina se han identificado 

muchas proteínas relacionadas estructural y funcionalmente, en una gran 

variedad de plantas (Peumans y cols., 2001; Barbieri y cols., 1993). El 

interés en estas proteínas se debe a sus posibles aplicaciones médicas y 

terapéuticas, debido a que presentan una mayor toxicidad frente a células 

tumorales que frente a las normales, ofreciendo la oportunidad de 

desarrollar tratamientos antitumorales dirigidos. Una vez conocidos los 

mecanismos enzimáticos, se podrán utilizar las propiedades de las RIPs 

hacia diversas aplicaciones como inmunotoxinas (Peumans y cols., 2001), 

abortivos (Peumans y cols., 2001; Yeung y cols., 1988) y Anti-VIH 

(Peumans y cols., 2001; McGrath y cols., 1989), entre otras. 

 

 

1.1 Clasificación. 

 

Las RIPs se clasifican en dos grupos, RIPs tipo I que constan de una 

única cadena polipeptídica con actividad enzimática, de aproximadamente 

unos 30 KDa, (existen algunas excepciones) y las RIPs tipo II que 

consisten en dos cadenas polipeptídicas unidas por un puente disulfuro: 
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cadena A (similar a las RIP tipo I) con actividad enzimática de 

aproximadamente unos 30 KDa, y la cadena B de aproximadamente 35 

KDa con propiedades lectina. La cadena B se une a los receptores de la 

superficie celular, facilitando la entrada de las RIPs en las células (Ferreras 

y cols., 2010; Girbés y cols., 2004b; Stirpe y Battelli, 2006).  

 

También se propuso las denominaciones de Holo-RIPs para aquellas 

con una única cadena polipeptídica o bien dos cadenas polipeptídicas 

pequeñas, es decir, RIPs tipo I, y Quimero-RIPs para aquellas proteínas de 

dos cadenas (RIPs tipo II y excepciones del tipo I) (Stirpe y Battelli, 2006). 

Pero la mayoría de los autores prefieren la nomenclatura inicial, que se 

basa en la clasificación en función de la ausencia (RIPs tipo I) o presencia 

(RIPs tipo II) de la cadena lectina, considerando como excepciones de las 

RIPs tipo I a aquellas RIPs con un segmento adicional (Stirpe y Battelli, 

2006; Reinbothe y cols., 1994), Figura I1. 

 

 

  

   

 RIPs Tipo I 

 

 

  

  

RIPs Tipo II 

 

  

 

Fig. I1 Representación de los tipos de RIPs. Barra gris: la cadena con actividad 

enzimática; barra blanca: función desconocida; barra enladrillada: actividad lectina 

(Girbés y cols., 2004b; Reinbothe y cols., 1994). 

Proteína b-32 maíz 

JIPs 60 

-
S

—
S

- 
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1.2 Estructura. 

 

Las cadenas A de las RIPs tipo II, poseen una alta homología con las 

cadenas de las RIPs tipo I. Esta homología también se encuentra entre las 

cadenas B de las diferentes RIPs tipo II. La similitud entre las secuencias 

amino terminales y las secuencias del núcleo estructural de las RIPs son 

mucho mayor que entre las secuencias carboxilo terminales. Estas 

diferencias en el grado de conservación explican porque algunas de las 

actividades principales están conservadas entre todas las RIPs, mientras 

que otras actividades no (Peumans y cols., 2001; Hartley y cols., 1996). 

 

Gracias a la difracción de rayos X se ha determinado la estructura 

tridimensional de algunas RIPs, permitiendo comprender algunas de sus 

funciones. La primera resolución espacial de una RIP fue la de la ricina 

(Peumans y cols., 2001; Montfort y cols., 1987). La ricina es un 

heterodímero glucosilado, globular unido por un puente disulfuro. En la 

cadena A se distinguen tres dominios individuales. Una hendidura en la 

interfaz de los tres dominios forma el centro activo responsable de la 

actividad ARN N-glucosidasa. La cadena B es una estructura con forma 

bilobular compuesta por dos dominios homólogos; cada dominio presenta 

un sitio de unión a D-galactosa. 

 

Se ha determinado la estructura espacial de varias RIPs tanto de tipo I 

como de tipo II. En general la estructura terciaria de las diferentes RIPs se 

encuentra conservada, como se demuestra por el hecho de que el carbono α, 

en la mayoría de las RIPs es superponible virtualmente. Sin embargo, hay 

importantes diferencias, especialmente en la región del carboxilo terminal y 
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en la estructura de la horquilla. Dichas diferencias podrían explicar las 

diferentes funciones y especificidades de sustrato de las diversas RIPs 

(Peumans y cols., 2001). 

 

 

1.3 Distribución en la naturaleza. 

 

El mayor número de RIPs se ha encontrado en el reino vegetal, 

principalmente entre un pequeño grupo de familias como Caryophyllaceae, 

Sambucaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Phytolaccaceae y Poaceae. 

Esto se debe a que la mayoría de las investigaciones se centraron en la 

búsqueda de plantas con altas concentraciones de RIPs pero de aquellas 

familias que de antemano se sabía que las contenían (Girbés y cols., 

2004b). 

 

Las RIPs pueden estar presentes en uno o más tejidos de la planta, 

incluso en más de una forma, por ejemplo la ricina está presente 

únicamente en las semillas de las plantas de ricino, mientras la saporina 

está presente en varias formas en todos los tejidos de la saponaria (Stirpe y 

Battelli, 2006; Ferreras y cols., 1993). A veces, ambos tipos de RIPs (I y II) 

han sido encontrados en la misma planta como en el caso del género 

Sambucus, y las especies Cinnamomum camphora e Iris hollandica (Girbés 

y cols., 2004b; Stirpe y Battelli, 2006). En plantas la expresión de las RIPs 

se ve modificada a través de diversos factores como la senescencia (Girbés 

y cols., 2004b; Stirpe y cols., 1996), desarrollo (Girbés y cols., 2004b; 

Reinbothe y cols., 1994), estrés (Girbés y cols., 2004b; Stirpe y Battelli, 

2006), infección viral (Girbés y cols., 2004b; Girbés y cols., 1996), y 
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contaminación por microorganismos (Stirpe y Battelli, 2006). Las RIPs de 

tipo I son las más abundantes, se han encontrado en diferentes 

concentraciones en muchas plantas, incluso en algunas comestibles crudas 

como espinacas y tomates (Stirpe y Battelli, 2006). 

 

Con el descubrimiento de las RIPs de tipo II en Sambucus (Girbés y 

cols., 2004b; Girbés y cols., 1993b; Girbés y cols., 1993c), se produjo una 

gran revolución, puesto que en este grupo sólo se conocían las proteínas 

ricina, abrina, viscumina, modecina y volkensina (Barbieri y cols., 1993; 

Girbés y cols., 2004b) altamente tóxicas, al contrario que las proteínas 

aisladas del Sambucus, denominadas nigrinas y ebulinas (Girbés y cols., 

2004b; Girbés y cols., 1993b; Girbés y cols., 1993c) que poseen la 

característica de ser más activas a nivel molecular que la ricina y sin 

embargo carecen de su alta toxicidad. Después de conocer que las plantas 

poseían RIPs del tipo II no tóxicas, se identificaron y estudiaron un gran 

número de ellas, muchas de las cuales habían pasado desapercibidas 

probablemente debido a sus características intrínsecas. En Girbés y cols., 

2004b, se presenta un listado completo de RIPs. 

 

Otro descubrimiento importante fue el de la aralina, una RIP tipo II 

tóxica, proveniente de los brotes de Aralia elata, descrita como comestible, 

pues la RIP es destruida al cocinarla, además de encontrarse en unas 

concentraciones lo suficientemente bajas como para no ser dañina a través 

de la ingesta (Tomatsu y cols., 2004). Esto sugiere que otras RIPs tipo II 

tóxicas desconocidas pueden estar presentes en otras plantas que no han 

sido analizadas debido a que no son tóxicas. 
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1.4 Actividad Enzimática. 

 

Muestran una actividad enzimática variada, mucha de las cuales pueden 

ser un reflejo de sus actividades sobre el ARN y otras pueden ser 

actividades completamente nuevas. A continuación se describen las más 

relevantes (revisado en Girbés y cols., 2004b). 

 

 

1.4.1 Actividad Antirribosómica. 

 

En el 1987 el grupo dirigido por Endo publicó el mecanismo molecular 

de acción de la ricina, involucrado en la inhibición de la síntesis de 

proteínas. La ricina y otras RIPs son N-glucosidasas que rompen el enlace 

N-glucosídico que une a la A4324 al esqueleto polifosfato del 28S ARNr de 

hígado de rata (Endo y cols., 1987; Girbés y cols., 2004b), figura I2.  

 

Figura I2. Secuencia de nucleótidos del bucle altamente conservado del ARNr 

sobre el que actúan las RIPs (Ferreras y cols., 2000). 
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Esta adenina se encuentra en una horquilla altamente conservada en 

diferentes especies, llamada horquilla ricina/sarcina, siendo esencial para la 

interacción del factor de elongación 2 (FE-2) en eucariotas, o G (FE-G) en 

procariotas (Iglesias y cols., 1993b).  

 

 
Figura I3. Alteración de la etapa de elongación en la síntesis de proteínas en 

organismos eucarióticos por la acción catalítica de las RIPs. La acción de las RIPs 

impide la interacción del ribosoma con el factor de elongación G, en procariotas, o bien 

2, en eucariotas, interrumpiendo la síntesis de proteínas ya que no es posible la 

traslocación del peptidil-ARNt del sitio ribosómico aceptor (A) al sitio donador (P). Las 
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letras entre paréntesis representan las distintas subetapas de la elongación: (a) fijación 

del peptidil-ARNt, (b) formación del enlace peptídico y (c) translocación.  

 

La elongación de las cadenas polipeptídicas (Kaczanowska y Rydén-

Aulin, 2007; Youngman y Green, 2007; Wilson y Nierhaus, 2006; Spiegel 

y cols., 2007) se sucede en tres fases (figura I3): 

 

1. Fijación de aminoacil-ARNt al sitio ribosómico aceptor (A). 

 

2.  Formación del enlace peptídico entre el peptidil-ARNt, en el sitio 

ribosómico donador (P), y el aminoacil-ARNt, en el sitio A. 

 

3. Translocación del nuevo peptidil-ARNt desde A a P, con la salida 

del ARNt deacilado de P, y el avance del ribosoma respecto al 

ARNm en la longitud de un codon. 

 

La unión del aminoacil-ARNt se lleva a cabo en forma de complejo, 

con el factor de elongación (FE) 1 (eucariotas) o Tu (procariotas) y GTP. 

La energía liberada por la hidrólisis de GTP se utiliza en la separación de 

los factores 1 o Tu (Girbés y cols., 1976). 

 

Una vez ubicado el peptidil-ARNt en el sitio P y el nuevo aminoacil-

ARNt en el sitio A, se forma el enlace peptídico entre el peptidilo y el 

aminoacilo, obteniéndose un peptidil-ARNt con un aminoácido más, 

localizado ahora en el sitio A. 

 

Posteriormente se transloca, promovido por el factor de elongación 2 

(eucariontes) o G (procariontes), en forma de complejo con GTP. Después 
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se produce la hidrólisis. La energía producida se usa en la liberación del 

ARNt deacilado, presente en el sitio de salida del ARNt, o sitio E (Spiegel 

y cols., 2007), y los factores de translocación 2 o G (Modolell y cols., 

1975; Girbés y cols., 1976; Spiegel y cols., 2007). La depurinación del 

ARNr impide al ribosoma fijar estos factores, interrumpiendo la síntesis de 

proteica en la etapa de translocación de las cadenas polipeptídicas (figura 

I3).  

 

Las RIPs también inactivan ribosomas de insectos (Girbés y cols., 

2004b; Ferrari y cols., 1991), hongos (Girbés y cols., 2004b; Park y cols., 

2002) y en algunos casos los ribosomas de plantas, bacterias y 

arqueobacterias, y por un mecanismo de acción similar también actúan en 

mamíferos (Girbés y cols., 2004b; Iglesias y cols., 1993a; Girbés y cols., 

1993a). 

 

La horquilla diana para las RIPs también es una diana para otros 

inhibidores de la síntesis de proteínas como las ARNasas de la familia α-

sarcina, mitogillina, restrictocina y tricholina (Girbés y cols., 2004b; Endo 

y Wool, 1982; Fando y cols., 1985), que hidrolizan el enlace fosfodiéster 

en el extremo 3’ de la G4325. 

 

  



1. INTRODUCCIÓN.  24 

1.4.2 Glucosidasa de polinucleótidos. 

 

Investigaciones posteriores revelaron que las RIPs podían eliminar 

adeninas de cualquier tipo de ácido nucleico: ARNr, ARNt, ARNm, ARN 

vírico, e incluso ADN (Girbés y cols., 2004b; Bolognesi y cols., 2002; 

Barbieri y cols., 1997; Barbieri y cols., 1994). Esta amplitud de sustrato 

para la actividad enzimática puede ser la responsable de algunas de las 

propiedades atribuidas a las RIPs como la actividad antivírica (Barbieri y 

cols., 1993; Girbés y cols., 2004b; Hartley y cols., 1996; Wang y Tumer, 

2000), promoción de la senescencia (Girbés y cols., 2004b; Stirpe y 

Battelli, 1996) y apoptosis por modificación del ADN (Girbés y cols., 

2004b). Con este nuevo descubrimiento se propuso el cambio de nombre de 

las RIPs a Glucosidasas de Polinucleótidos de Adenina (E.C.3.2.2.22). 

 

 

1.4.3 Acción específica sobre ARNm. 

 

PAP es capaz de unirse al “cap” del mensajero y luego promover la 

depurinación del ARNm en sentido 5’ a 3’, logrando la inactivación del 

ARNm. Lo que permite a PAP regular el nivel de expresión de su propio 

ARNm (Girbés y cols., 2004b). 

 

 

1.4.4 Otras Actividades sobre ADN. 

 

Una serie de estudios revelaron otras posibles actividades como la 

nucleasa (Girbés y cols., 2004b; Go y cols., 1992) y topoisomerasa (Girbés 
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y cols., 2004b; Nicolás y cols., 1998). Estudios posteriores mostraron que 

tras una purificación cuidadosa de las RIPs, la actividad ADNasa 

desaparecía, siendo probable que dicha actividad se debiera a alguna 

contaminación presente en la preparación (Girbés y cols., 2004b; Day y 

cols., 1998).  

 

 

1.4.5 Actividad lipasa. 

 

La cadena A de la ricina se une a las vesículas fosfolipídicas cargadas 

negativamente, desestabilizando la bicapa lipídica (Girbés y cols., 2004b; 

Day y cols., 2002) Estudios con cinnamomina (RIP tipo II) indican que la 

proteína forma canales catiónicos en la bicapa lipídica (Girbés y cols., 

2004b). Según otros estudios la ricina presenta actividad lipasa, que podría 

estar relacionada con la translocación a través de membranas intracelulares 

(Girbés y cols., 2004b; Lombard y cols., 2001).  

 

 

1.4.6 Apoptosis inducida por RIPs. 

 

Inmunotoxinas que contenían saponina y bouganina inhibían la síntesis 

celular de proteínas, inducían apoptosis, y bloqueaban el crecimiento 

clonogénico de células diana (Stirpe y Battelli, 2006; Bolognesi y cols., 

2000). Las RIPs activan varias vías de apoptosis por ejemplo: Viscumina 

produce la activación de la vía de las caspasas y disminuye la expresión del 

antiapoptótico Mcl-1; tricosantina activa la vía dependiente del óxido 

nítrico (NO) y también induce la producción de especies reactivas de 
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oxígeno; también cabe destacar la ricina, la abrina y las toxinas Shiga y 

SLT (Shiga-like toxins) (Stirpe y Battelli, 2006). 

 

 

1.4.7 Actividades antivirales. 

 

Algunas RIPs de tipo I y II estudiadas, tienen actividad antiviral contra 

plantas, hongos y virus animales (Stirpe y Battelli, 2006; Wang y Tumer, 

2000; Parikh y Tumer, 2004). 

 

La actividad antiviral frente virus animales, han permitido múltiples 

estudios, especialmente con PAP y Tricosantina (Stirpe y Battelli, 2006; 

Parikh y Tumer, 2004) en células infectadas con VIH. Estas RIPs inhiben 

la enzima integrasa VIH-1, siendo por ello, una herramienta potencial para 

la inhibición de la replicación viral (Girbés y cols., 2004b; Lee-Huang y 

cols., 1991).  

 

Finalmente, las RIPs pueden inducir un aumento en la resistencia a 

virus mediante la estimulación de otros sistemas de defensa de la planta. 

También tienen actividad antifúngica, antibacteriana e insecticida (Stirpe y 

Battelli, 2006; Nielsen y Boston, 2001). 
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1.4.8 Actividad bifuncional. 

 

Cultivos celulares de Trichosanthes kirilowii producen enzimas de 

defensa para la planta bifuncionales con actividad chitinasa y RIP (Girbés y 

cols., 2004b; Shih y cols., 1997). 

 

 

1.4.9 Otras actividades enzimáticas. 

 

Se ha descrito la inhibición de la poli (ADP-ribosa) polimerasa 

involucrada en la reparación del ADN (Girbés y cols., 2004b; Barbieri y 

cols., 2003). Posiblemente sea esta la base para otras actividades 

desempeñadas por las RIPs como la apoptosis o las antivíricas (Girbés y 

cols., 2004b). 

 

 

1.5 Toxicidad. 

 

Al principio de los años 70, la toxicidad era la única razón por la que la 

comunidad científica prestaba atención a las RIPs. La toxicidad de las RIPs 

tipo II es a menudo mayor que las de tipo I. Además la toxicidad hacia las 

células se correlaciona con la toxicidad hacia animales y humanos, aunque 

con algunas excepciones (Stirpe y Battelli, 2006; Lord y cols., 2003). Las 

diferencias en la toxicidad de diversas RIPs se asocian a la ausencia o 

presencia de cadena B, cuya actividad lectina específica para D-galactosa, 

N-acetil-galactosamina permite la unión de las RIPs a la membrana celular 

y facilita su proceso de endocitosis. La ausencia de la cadena B limita la 
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entrada de las RIP tipo I en las células, lo que justifica su baja toxicidad en 

células y animales (Stirpe y Battelli, 2006). 

 

A su vez las RIPs tipo II han sido subdivididas en dos grupos en 

función de sus diferencias en la toxicidad: tóxicas y no tóxicas. La 

toxicidad entre un tipo y otro puede variar en tres órdenes de magnitud 

(Stirpe y Battelli, 2006; Battelli, 2004a). Entre las propias tóxicas hay 

diferencias como en el caso de la abrina, volkensina y la toxina de Adenia 

stenodactyla que son más potentes que la ricina (Stirpe y Battelli, 2006; 

Audi y cols., 2005; Pelosi y cols., 2005). La razón para esta diferencia de 

toxicidad podría radicar en diversos factores como la unión a determinados 

receptores, la entrada en las células y/o el destino intracelular, la 

degradación y la exocitosis de las proteínas (Stirpe y Battelli, 2006). 

Descartado queda el número de receptores ya que en las células HeLa hay 

más receptores para ricina que para volkensina (Stirpe y Battelli, 2006; 

Battelli y cols., 2004b) siendo esta última más tóxica. 

 

Las lesiones que han mostrado algunos animales a los cuales se les ha 

suministrado RIPs de tipo II son diferentes de las lesiones causadas por 

otras proteínas inhibidoras de las síntesis de proteínas, que no dan lugar a 

lesiones necróticas o a apoptóticas, como se ha visto en el caso de la ricina, 

entre otras. Lo que sugiere una segunda actividad aparte de la inactivación 

de ribosomas. Un factor importante es la producción de citoquinas, que 

pueden ser liberadas por macrófagos dañados por las RIPs (Barbieri y cols., 

1993; Stirpe y Battelli, 2006), pudiendo causar reacciones inflamatorias y 

apoptosis (Stirpe y Battelli, 2006). 
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Muchas, probablemente todas las RIPs, causan alergias. Los primeros 

síntomas alérgicos se observaron en mujeres a las que se les había 

suministrado para abortar la proteína tricosantina (RIP tipo I) (Stirpe y 

Battelli, 2006), en pacientes tratados con inmunotoxinas que contenían 

RIPs (Stirpe y Battelli, 2006), y entre personal de investigación en este 

campo (Stirpe y Battelli, 2006; Szalai y cols., 2005). Desde que se conoce 

la presencia de RIPs en vegetales comestibles crudos (Girbés y cols., 

2004b; Stirpe y Battelli, 2006), las propiedades alérgicas de estas proteínas, 

juegan un importante papel en la respuesta alérgica de algunos vegetales. 

 

 

1.6 Usos de las RIPs en aplicaciones médicas. 

 

Las RIPs se han utilizado en numerosas aplicaciones (revisado 

ampliamente por Stirpe y Battelli, 2006): 

 

1.6.1 Como abortivo. 

 

La tricosantina era usada en la antigua China como una medicina 

abortiva. Actualmente las RIPs no causan el aborto en el sentido clásico de 

la palabra (inducción de contracciones o un desbalance hormonal) sino que 

causan la muerte del feto matando los sincitioblastos, que son muy 

sensibles a estas proteínas. 
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1.6.2 Como anticanceroso. 

 

La conocida actividad anticáncer del extracto de muérdago se debe a la 

RIP tóxica de tipo II, viscumina, y el extracto de la X. americana que se 

usaba en África para tratar el cáncer contiene la RIP tipo II tóxica, 

riproximina. Estas y otras RIPs pueden ser beneficiosas para pacientes con 

cáncer, no sólo porque actúan directamente sobre las células cancerosas 

sino que también provocan una fuerte estimulación del sistema inmune e 

inducen la producción de citoquinas. 

 

 

1.6.3 En Inmunotoxinas y otros conjugados. 

 

Algunas RIPs han sido unidas a transportadores como hormonas, 

factores de crecimiento, anticuerpos y lectinas, capaces de liberarlos de 

manera selectiva en una célula específica. Para ello, se han usado RIPs tipo 

I y RIPs tipo II pero sin la cadena B, ya que ésta es capaz de unirse a 

cualquier célula. En la mayoría de los casos el uso de inmunotoxinas se ha 

centrado en el uso para la terapia contra el cáncer, aportando resultados 

alentadores, sobre todo en animales con tumores transplantados y en 

pacientes con varios tipos de cáncer, especialmente de tipo hematológico 

(Stirpe y Battelli, 2006; Frankel y cols., 2003), pero menos efectivos en 

tumores sólidos por la débil penetración de las RIPs. 

 

En comparación con otros tratamientos, las inmunotoxinas con RIPs 

son muy potentes, actúan de manera específica aunque las células estén en 

división y no inducen resistencia. Pero también presentan ciertas 
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dificultades, como la formación de anticuerpos frente al complejo 

anticuerpo-RIP, con la consecuente reacción alérgica e incluso shock 

anafiláctico, otras posibles reacciones adversas son la hepatotoxicidad, 

insuficiencia renal, fatiga, mialgia, fiebre, etc. Para contrarrestar, por 

ejemplo, la respuesta inmune frente al complejo anticuerpo-RIP se puede 

evitar usando anticuerpos humanizados y las consecuencias a la respuesta 

ante la RIP pueden ser superadas con ciclos de terapia con una rotación 

inmunológica de diferentes RIPs. 

 

Otra posibilidad es el uso de las inmunotoxinas a través de una 

administración intravesicular, de esta forma, las inmunotoxinas son 

externas al organismo y probablemente no causen respuesta inmune y a la 

vez su toxicidad sea mínima, permitiendo una mayor concentración en 

células cancerosas (Stirpe y Battelli, 2006) y las inmunotoxinas 

antimusculares pueden ser un tratamiento potencial para los espasmos 

musculares (Stirpe y Battelli, 2006), miastenias (Stirpe y Battelli, 2006; 

Hossann y cols., 2006) y estrabismo por la destrucción de los músculos 

oculomotores (Stirpe y Battelli, 2006; Campos y cols., 2002). 

 

 

1.7 Proteínas de la familia Sambucaceae. 

 

Los estudios sobre las RIPs han conseguido cambiar nuestras 

perspectivas sobre estas proteínas, y han potenciado el interés hacia sus 

posibles aplicaciones médicas como en el caso del cáncer y el SIDA, entre 

otras enfermedades. Una de las familias de RIPs más importantes es la 

Sambucaceae que contiene el género Sambucus, en la que en los últimos 
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años se han encontrado unas 40 RIPs y lectinas relacionadas 

estructuralmente. La complejidad y el gran número de RIPs encontradas en 

Sambucus hacen a esta familia un modelo ideal para estudios de la 

expresión, distribución y variaciones estacionales de expresión con el 

objetivo de obtener más información para definir su papel biológico 

(Ferreras y cols., 2010). El género Sambucus está compuesto por alrededor 

de 20 especies (Ferreras y cols., 2010). Principalmente son arbustos pero 

pueden llegar a desarrollarse hasta árboles pequeños. Son originarios de 

Europa, Asia Occidental y África septentrional, y requieren de climas 

templados o subtropicales. En ocasiones pueden presentar un olor muy 

característico (Vanaclocha y Cañigueral, 2003). Principalmente se ha 

estudiado la presencia de RIPs y lectinas en Sambucus ebulus L., Sambucus 

nigra L., Sambucus sieboldiana y Sambucus racemosa L. (Ferreras y cols., 

2010). 

 

Las proteínas que se han encontrado en el Sambucus se dividen en tres 

grupos: RIPs tipo I, RIPs tipo II y homolectinas puras. A su vez las RIPs 

tipo II se subdividen en dos grupos: heterodiméricas (tipo A-B) y 

tetraméricas (A-B-B-A). Las tetraméricas consisten en 2 dímeros del tipo 

A-B unidos también por un puente disulfuro. El tercer grupo 

(homolectinas) presentan actividad lectina. Se subdividen en dos grupos 

bien homodiméricas, es decir, dos cadenas tipo B, unidas por un puente 

disulfuro, o bien monoméricas, una cadena tipo B. Estas cadenas B son 

estructuralmente y funcionalmente muy similares a las cadenas B de las 

RIPs tipo II (Ferreras y cols., 2010). 
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1.7.1 RIPs tipo I. 

 

Tabla I1. Revisado en Ferreras y cols., 2010. 

 

Nigritina f1 se encuentra en las mismas proporciones tanto en frutos 

verdes como maduros, sin embargo la nigritina f2 sólo se encuentra en 

frutos maduros. Lo que nos indica que la nigritina f1 es una proteína 

constitutiva, mientras la nigritina f2 es inducible durante la maduración del 

fruto (Ferreras y cols., 2010; de Benito y cols., 1998).  

 

 

1.7.2 RIPs tipo II Heterodiméricas. 

 

Tabla I2. Revisado en Ferreras y cols., 2010. 

ESPECIE FUENTE Nombre RIPs Mr aparente 

S. ebulus Hojas Ebulina 1 56.000 

 
Rizoma Ebulina r1 56.000 

 
Rizoma Ebulina r2 56.000 

 
Frutos Ebulina f 56.000 

 

 

ESPECIE FUENTE Nombre RIPs Mr aparente 

S. ebulus Hojas Ebulitina α 32.000 

Hojas Ebulitina β 29.000 

Hojas Ebulitina γ 29.000 

S. nigra Frutos Nigritina f1 24.000 

Frutos Nigritina f2 23.500 



1. INTRODUCCIÓN.  34 

Tabla I2 continuación. Revisado en Ferreras y cols., 2010. 

ESPECIE FUENTE Nombre RIPs Mr aparente 

S. nigra Corteza Nigrina b 58.000 

 
Corteza SNA I’ 134.000 

 
Corteza SNLRP1 64.000 

 
Corteza SNLRP2 64.000 

 
Corteza Nigrina bb 64.000 

 
Hojas Nigrina 11 60.000 

 
Hojas Nigrina 12 60.000 

 
Frutos Nigrina f 57.900 

 
Semillas Nigrina s 57.300 

S. sieboldiana Corteza Sieboldina b 60.000 

S. racemosa Corteza Racemosina 58.000 

 

Algunos estudios indican que la corteza de S. racemosa carece de RIPs 

tipo II con unión a D-galactosa pero exhibe actividades tipo RIP en la 

fracción de la proteína que no se une a la D-galactosa (resultados no 

publicados; Ferreras y cols., 2010). 

 

 

1.7.3 RIPs tipo II Tetraméricas. 

 

Tabla I3. Revisado en Ferreras y cols., 2010. * SNAflu-I puede que sea la homóloga a 

la SNA I pero en flores (Ferreras y cols., 2010; Karpova y cols., 2007). 

ESPECIE FUENTE Nombre RIPs Mr aparente 

S. ebulus Raíces SEA 134.000 

S. nigra Corteza SNA I 140.000 
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Tabla I3 continuación. Revisado en Ferreras y cols., 2010. * SNAflu-I puede que sea 

la homóloga a la SNA I pero en flores (Ferreras y cols., 2010; Karpova y cols., 2007). 

ESPECIE FUENTE Nombre RIPs Mr aparente 

S. nigra 
Frutos SNA If 136.000 

Inflorescencia SNAflu-I * 120.000 

S. seboldiana Corteza SSA 132.000 

S. racemosa Corteza SRA 120.000 

 

La subunidad lectina asociada a las proteínas tetraméricas se une a la 

secuencia Neu5Ac(α-2,6)Gal/GalNAc. Lo que hace a las lectinas únicas y 

diferentes de cualquier otra RIP tipo II (Ferreras y cols., 2010). 

 

 

1.7.4 Lectinas monoméricas. 

 

Estas lectinas carecen de actividad N-glucosidasa. 

 

Tabla I4. Revisado en Ferreras y cols., 2010. 

ESPECIE FUENTE Nombre RIPs Mr aparente 

S. ebulus 
Hojas SELlm 34.000 

Rizomas SEAII 33.500 

S. nigra 

Hojas SNAlm 30.000 

Hojas SNA IVl 30.000 

Corteza SNA II 30.000 

Frutos SNA IV 30.000 

Semillas SNA III 33.000 

S. seboldiana 
Corteza SSA-b-3 35.000 

Corteza SSA-b-4 33.000 

S. racemosa Corteza SRLbm 30.000 
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1.7.5 Lectinas homodiméricas. 

 

Tabla I5. Revisado en Ferreras y cols., 2010. * Pequeñas lectinas que contienen una 

parte de la cadena B truncada. 

ESPECIE FUENTE Nombre RIPs Mr. aparente 

S. ebulus Hojas SELld 68.000 

Frutos SELfd 68.000 

S. nigra Hojas SNAld (sin 

publicar) 

60.000 

Corteza * -- 

Frutos * -- 

 

La presencia de estas proteínas en los diferentes tejidos puede variar en 

función de la época estacional y/o el desarrollo de la planta. Por ejemplo, la 

concentración de la ebulina 1 en las hojas va disminuyendo a medida que el 

S. ebulus crece hasta llegar a desaparecer prácticamente en la senescencia, 

mientras que la proteína SELld actúa de manera inversa (Ferreras y cols., 

2010; Rojo y cols., 2003). La ebulina f se acumula en los frutos verdes y 

desaparece completamente con la maduración, curiosamente, puede 

polimerizar con otras moléculas de ebulina f e incluso lectinas, y formar 

agregados de alto peso molecular que coexisten con las formas libres de 

ebulina f y lectinas (Ferreras y cols., 2010; Citores y cols., 1998). Otro 

ejemplo es el de la nigrina f, que se presenta tanto en frutos inmaduros 

como en maduros, aunque con una importante reducción de la 

concentración durante la maduración (Ferreras y cols., 2010; Citores y 

cols., 1996). 
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1.7.6 Similitudes entre las proteínas del género Sambucus. 

 

La comparación entre varias secuencias de RIPs tipo II y lectinas han 

revelado un alto grado de conservación aunque muestren diferentes 

estructuras moleculares y especificidades de unión al azúcar (Ferreras y 

cols., 2010). El análisis de las secuencias indica que las RIP tipo II 

heterodiméricas como la nigrina b, la ebulina y la sieboldina b derivan de 

un precursor común que comprende un péptido señal y dos dominios 

diferentes separados por una secuencia de unión (Ferreras y cols., 2010; 

Citores y cols., 2008; Rojo y cols., 1997). La región N-terminal dará lugar 

tras el procesamiento a la cadena A con actividad N-glucosidasa, y la C-

terminal se convierte en cadena B de unión a carbohidrato. Ambas cadenas 

unidas por un puente disulfuro. 

 

Por otro lado, el análisis de las secuencias de varias RIPs tetraméricas 

(SNA I, SSA y SEA) han revelado que en el extremo N-terminal tienen el 

péptido señal seguido por una secuencia aminoacídica que contiene la 

cadena A, el péptido de unión y la cadena B. Después del procesamiento 

del polipéptido se produce un heterodímero que contiene una cadena A y 

una cadena B unidas por un puente disulfuro (Ferreras y cols., 2010). 

 

Las RIPs y las lectinas del Sambucus están estructuralmente 

relacionadas con la ricina y otras RIPs tóxicas del tipo II. Comparando la 

secuencia de aminoácidos de ebulina 1 con la de la ricina, muestra que 

comparten un 34 % de identidad en la cadena A y un 48 % en la B. La 

proteína tetramérica SNA I comparte aproximadamente una identidad 

aminoacídica del 53 %, 54 % y 51 % con la nigrina b, SNLlm y SNAld 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rojo%20MA%22%5BAuthor%5D
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respectivamente, mientras que la nigrina b comparte con SNAlm y SNAld 

una homología de secuencia del 86 % y 72 % respectivamente. SNAlm 

muestra un 70 % de homología con SNAld (Ferreras y cols., 2010; Pascal y 

cols., 2001). 

 

 

1.7.7 Estructura de la ebulina l. 

 

Se han elucidado las estructuras de los genes que codifican a ebulina 1 

y nigrina b. Además en el caso de la ebulina l se ha realizado un análisis 

por difracción de rayos X, que encaja perfectamente con la determinada a 

partir de la secuencia del gen complementada con el estudio de la 

interacción estructural comparada de los derivados de galactosa con los 

sitios de unión en la cadena B tanto de la ebulina como de la ricina. El 

análisis comparado de las estructuras de la ebulina y de la ricina obtenida 

por difracción de rayos X muestra que las distribuciones espaciales son 

equivalentes (Pascal y cols., 2001; Girbés, 2004a). 

 

En la cadena A, la ebulina tiene aproximadamente la misma posición de 

los principales residuos del sitio activo que la ricina. Una excepción es el 

lado de la cadena de la Tyr 77 (Tyr 80 en la ricina) de la ebulina que está 

torsionada hacia fuera del sitio de unión (Ferreras y cols., 2010; Pascal y 

cols., 2001). La cadena B de la ricina posee dos dominios estructurales 

cada uno con tres subdominios: α, β y γ, de los cuales, sólo los 

subdominios 1 α y 2 γ tienen capacidad contrastada por cristalografía para 

fijar galactósidos (Lord y cols., 2003; Girbés, 2004a). Los datos 

cristalográficos indican que la ebulina 1 cristaliza en los sistemas 



1. INTRODUCCIÓN.  39 

ortorrómbico y trigonal. La ebulina 1 presenta un residuo de Phe en la 

posición 248 en el subdominio 2 γ mientras que la ricina presenta una Tyr. 

Esta sustitución puede ser la responsable de la menor afinidad de la ebulina 

1 por la D-galactosa que la ricina (Pascal y cols., 2001). La nigrina b posee 

también Phe en la misma posición que la ebulina 1 y presentan similar 

toxicidad que la ebulina 1 (Girbés, 2004a; Battelli y cols., 1997). 

 

La ausencia en el subdominio 2 γ de un grupo hidroxilo afecta al 

establecimiento de puente de hidrógeno entre la proteína y el azúcar, lo que 

determina la reducción de la afinidad por galactósidos, y por lo tanto, la 

capacidad de interaccionar con los receptores celulares, y de ello se deriva 

la disminución de la toxicidad (Pascal y cols., 2001; Girbés, 2004a). 

 

 

1.7.8 Actividad enzimática de nigrinas y ebulinas. 

 

Las RIPs tanto del tipo I como del II del Sambucus son N-glucosidasas 

que depurinan el ARNr de la misma forma que la ricina. El efecto de las 

RIPs del Sambucus sobre los ribosomas de mamíferos ha sido evaluado 

ensayando su actividad inhibidora de la síntesis de proteínas por sistemas 

acelulares de cerebro e hígado de rata y un lisado de reticulocitos de conejo 

(Ferreras y cols., 2010; Girbés y cols., 2004b; Stirpe y Battelli, 2006).  

 

Aunque todos las RIPs inhiben la síntesis de proteínas en sistemas 

mamíferos, difieren en su actividad: 
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Tabla I6. Revisado en Ferreras y cols., 2010. Estos datos pertenecen a estudios 

realizados con lisados de reticulocitos de conejo. 

RIP IC 50 

Nigrina b básica 0,0003 nM 

Sieboldina b 0,015 nM 

Ebulina f 0,03 nM 

Nigrina b 0,03 nM 

Nigrina f 0,03 nM 

Nigrina 12 0,03 nM 

Ebulina r2 0,04 nM 

Racemosina b 0,04 nM 

Nigrina f2 8,06 nM 

SNLRP 5,74 nM 

SSA 16,4 nM 

SNA I’ 2,24 nM 

 

También presentan actividad adenosina glucosidasa, por ejemplo, SNA 

I y SNLRP que eliminan varias adeninas de ribosomas, ADN de esperma 

de arenque, poly(A) y ARNr aislado (Ferreras y cols., 2010). La nigrina b y 

la nigrina b básica son capaces de multidepurinar el ARN genómico del 

virus del mosaico del tabaco (TMV) (Ferreras y cols., 2010; de Benito y 

cols., 1998). Algunas RIPs tanto del tipo I como del II de Sambucus 

presentan otras actividades enzimáticas como las RIPs nigrinas f1, f2 y la 

nigrina b básica que tienen actividad topológica, pasando ADN 

superenrollado circular a las formas lineal y circular relajado (Ferreras y 

cols., 2010; Endo y cols., 1987; de Benito y cols., 1998). La nigrina b, 

ebulina 1 y SEA inducen la apoptosis a concentraciones de 10
-7

 M por la 
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fragmentación de las células de adenocarcinoma de colon humano (COLO 

320) (Gayoso y cols., 2005). 

 

 

1.7.9 Actividad en células y animales. 

 

En contraste a la alta actividad enzimática en ribosomas de estas RIPs, 

el efecto que causan en los cultivos de células animales es mucho menor 

que en los sistemas libres de células. Todos los tipos de RIPs procedentes 

del Sambucus presentan menor citotoxicidad que la ricina y otras RIPs del 

tipo II tóxicas. Los primeros estudios se realizaron con nigrina b y ebulina 

1, que al contrario que la ricina, muestran una baja toxicidad en células 

HeLa (IC50: 0,00067, 27,6 y 64,3 nM, respectivamente) y en células 

epiteliales humanas NHC (Ferreras y cols., 2010; Girbés y cols., 1993b; 

Battelli y cols., 1997). Dicho estudio se extendió a un amplio número de 

células cancerosas para determinar su posible potencial como 

inmunotoxinas para la terapia contra el cáncer. Los estudios mostraron que 

la nigrina b era aproximadamente 10
4
-10

5
 veces menos tóxica que la ricina 

en todos los casos en células cancerosas, con la excepción de las células de 

melanoma, que eran resistentes a la ricina (Ferreras y cols., 2010; Muñoz y 

cols., 2001). 

 

Las RIPs SNA I, SEA y SSA (tetraméricas) mostraron baja actividad 

antirribosómica en comparación con otras RIPs derivadas del Sambucus, y 

sólo inhiben la síntesis de proteínas en células intactas a altas 

concentraciones (Ferreras y cols., 2010; Rojo y cols., 1997; Battelli y cols., 

1997; Muñoz y cols., 2001). En ratones, el LD50 de la nigrina b y la ebulina 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rojo%20MA%22%5BAuthor%5D
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1 administradas por inyección intraperitoneal es de 12 mg/kg y de 2 mg/kg 

del peso corporal respectivamente, mientras que la letalidad de la ricina 

intravenosa está en el rango de 2-3 µg/kg (Ferreras y cols., 2010; Battelli y 

cols., 1997).  

 

 

1.7.10 Usos biomédicos de las RIPs de Sambucus. 

 

La ricina ha sido la RIP más usada para la construcción de conjugados 

e inmunotoxinas dirigidos hacia células cancerosas (Ferreras y cols., 2010; 

Girbés y cols., 2004b; Stirpe y Battelli, 2006). Quizás la característica más 

indeseable es su toxicidad inespecífica, aunque desde que se bloqueó el 

sitio de unión al azúcar, la ricina es menos tóxica que la intacta (Ferreras y 

cols., 2010). La nigrina y la ebulina son 10
3
-10

5
 menos tóxicas que la ricina 

en cultivos celulares y en ratón. La falta de toxicidad de las RIPs de tipo II 

del Sambucus, junto con la ricina bloqueada, hace  que sean unos excelentes 

candidatos como partes tóxicas en la construcción de inmunotoxinas y 

conjugados (Ferreras y cols., 2010). 

 

El interés en las lectinas ha incrementado porque son reactivos 

altamente valiosos para la investigación de los azúcares presentes en la 

superficie celular (Ferreras y cols., 2010). Basados en su especificidad 

Neu5Ac(α-2,6)Gal/GalNAc, las RIPs SNA I y SSA han sido usadas para la 

detección de diferentes transportadores de glucoproteínas de sitios de unión 

α-(2,6)Galactosa (Ferreras y cols., 2010; Murayama y cols., 1997). Debido 

a las propiedades ya descritas, las RIPs procedentes del Sambucus son unas 

herramientas potenciales para su uso en terapias humanas. Recalcando la 
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relevancia de la nigrina b, pues presenta una gran actividad antirribosómica 

y una mínima toxicidad (Ferreras y cols., 2010). 

 

 

1.8 Nigrina b. 

 

Como ya hemos visto, la nigrina b se encuentra en la corteza del 

Sambucus nigra junto con otras dos proteínas (SNA I y SNA II) que 

también tienen capacidad para fijar D-galactosa e interaccionar con 

galactósidos y matrices polisacáridas con restos de D-galactosa terminal. 

Para el aislamiento de estas proteínas por cromatografía de afinidad se usa 

Sepharose 6B tratada con ácido, que retiene las tres proteínas, y mediante 

lactosa o D-galactosa se liberan de la resina. En cromatografía de exclusión 

molecular en Superdex 75, las proteínas migran en tres picos bien definidos 

y separados (Girbés y cols., 1993b; Girbés, 2004a). 

 

Tras estudios de la ubicación de la nigrina b en diversas partes de la 

planta como el peciolo, corteza con desarrollo primario y corteza de 

desarrollo secundario, se ha determinado que es en esta última en la que la 

nigrina b se acumula preferentemente, lo que podría tener una relación 

directa con la toxicidad y el carácter purgante de este tipo de corteza 

(Ferreras y cols., 2011). También, se detectó cierto carácter purgante en las 

hojas, así que se procedió a su evaluación, detectando la presencia de una 

isoforma de la nigrina denominada nigrina I y dos lectinas: SNLlm y 

SNLld (Girbés, 2004a). En los frutos se encontró otra isoforma muy activa, 

la nigrina f, que está ausente en frutos maduros (Citores y cols., 1996). 
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1.8.1 Hemoaglutinación. 

 

La nigrina b promueve la hemoaglutinación de los eritrocitos humanos 

a una concentración de 12,5 µg/ml. La D-galactosa y la lactosa inhiben 

eficazmente la hemoaglutinación. Además, la nigrina b interacciona con la 

mucina de manera altamente específica. Por otro lado, la nigrina b reconoce 

mejor a la fetuina deprivada de ácido siálico, luego, además de 

interaccionar con algún motivo específico de las mucinas, reconoce restos 

terminales de D-galactosa en la fetuina (Girbés, 2004a). 

 

 

1.8.2 Toxicidad in vivo. 

 

Las nigrinas b, f y 1 son poco activas en relación con la ricina sobre 

células humanas cultivadas, así como, sobre ratones vivos hasta 

concentraciones muy elevadas, siendo su toxicidad de 10
4
-10

5
 veces 

inferior a la de la ricina, aunque desde el punto de vista de la actividad 

enzimática son muy similares (Girbés, 2004a). Los valores de IC50 de 

lisados de reticulocitos de conejo son de 0,03 nM para la nigrina y 0,1 nM 

para ricina (Girbés y cols., 1993b; Girbés, 2004a). 

 

Para comparar la toxicidad in vivo en ratones de la nigrina b con la 

ricina se inyectó por la vena de la cola concentraciones variables de nigrina 

b o ricina. Se observó que la inyección de 3 µg/kg de ricina provoca la 

muerte de todos los animales en un período máximo de 5 días. En 

contraste, la nigrina b no ofrece efecto letal a 5 mg/kg. Para matar a los 
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animales en tres días se necesitan de 10-16 mg/kg (Gayoso y cols., 2005; 

Girbés, 2004a). 

 

Para explicar la falta de toxicidad de la nigrina b comparada con la 

ricina, se formuló la hipótesis de que la internalización de la ricina y la 

nigrina b podían involucrar diferentes receptores y por lo tanto seguir 

diferentes rutas intracelulares (Ferreras y cols., 2010). 

 

La nigrina b se internaliza inicialmente, al igual que la ricina, a través 

de endosomas sensibles a NH4Cl y se degrada, también, en su mayor parte 

(94 %) en los lisosomas. Sin embargo, a partir de los endosomas, la ruta 

seguida por la nigrina b difiere de la ruta de la ricina, ya que los efectos 

antirribosómicos obtenidos a altas concentraciones son independientes de 

temperatura e insensibles a brefeldina A (droga que desorganiza el aparato 

de Golgi). Prácticamente, todas las moléculas de nigrina b son 

transportadas desde los endosomas hacia los lisosomas donde se degradan 

(Girbés, 2004a; Battelli y cols., 1997; Battelli y cols., 2004b). Sólo a 

concentraciones de 4 ó 5 órdenes de magnitud superiores a la ricina, se 

acumulan suficientes moléculas de nigrina b en los endosomas como para 

que se de la translocación espontánea de nigrina b al citosol sin pasar por el 

aparato de Golgi y el RER (Girbés, 2004a). 
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1.8.3 Efectos celulares de la toxicidad a nivel intestinal. 

 

El análisis histológico de los ratones tratados con diversas dosis de 

nigrina b no reveló signos aparentes de daños en los diversos tejidos, 

exceptuando en los intestinos. 

 

La capa interna del intestino está compuesta por una única capa 

epitelial, la cual, difiere entre el intestino delgado y el grueso. El epitelio 

del intestino delgado está formado por unas pequeñas depresiones llamadas 

criptas de Lieberkühn, localizadas entre unas protuberancias situadas en el 

lumen del intestino delgado, denominadas villi. El intestino grueso presenta 

unas criptas similares a las del intestino delgado, pero el epitelio 

diferenciado forma una superficie plana epitelial.  

 

El epitelio intestinal es el tejido de nuestro cuerpo que presenta una 

regeneración celular más rápida (Heath, 1996). Esta renovación celular está 

producida por unas células madres situadas en las criptas, las cuales, 

producen una progenie proliferativa llamada células del TAC (Transient-

Amplifying Compartment). Las células del TAC migran de las criptas hasta 

los villi, donde experimentan una diferenciación terminal para formar los 

diferentes tipos de células epiteliales: enterocitos, células de globet, y 

células endocrinas. Estas células continúan migrando a lo largo del villi 

hasta que alcanzan el extremo superior, donde sufren apoptosis y 

finalmente son liberadas al lumen del intestino. Un cuarto tipo celular, 

llamado células de Paneth, evade esta migración y se diferencia mientras 

migra hacia la base de la cripta (Vries, 2010). 
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Una de las rutas moleculares más importantes que regulan la 

regeneración celular intestinal es la ruta Wnt (Clevers, 2006) y la pérdida 

de su señal conlleva el bloqueo de la proliferación celular en las criptas 

intestinales (Korinek y cols., 1998). Existe un gradiente en la señalización 

de la ruta Wnt a lo largo del eje cripta-villi. Cuando la células migran fuera 

de la fuente de Wnt en la base de la cripta, van perdiendo progresivamente 

su capacidad proliferativa y se van diferenciando, (Battle y cols., 2002).  

 

Entre las células de Paneth y las células del TAC, se asume la presencia 

de una célula madre en la llamada posición +4 (Sangiorgi y Capecchi, 

2008). Alternativamente, Leblond identificó unas células pequeñas 

denominadas CBC (Crypt Base Columnar), intercaladas con las células de 

Paneth en la base de las criptas (Bjerkenes y Cheng, 1981; Cheng y 

Leblond, 1974). Estas células (CBC) retienen su capacidad de generar 

todos los tipos celulares de intestino durante toda la vida del ratón, mientras 

se divide una vez al día aproximadamente (Barker y cols., 2007) y en 2009 

Zhu y cols. corroboraron que las células CBC eran células madre. 

 

En el caso de dosis letales de nigrina por vía intravenosa (IV) se 

observaron importantes lesiones como la destrucción del epitelio, las 

criptas y la desaparición de los villi dejando paso a abundantes hemorragias 

y a la muerte del animal (Gayoso y cols., 2005). Para una dosis subletal IV 

de 5 mg/kg se observa que tras 5 horas de la administración, algunas de las 

células de las criptas del intestino delgado se encuentran en apoptosis. Un 

día después de la administración, las criptas están atrofiadas y tras tres días 

de la inyección de nigrina b, los villi están edematosos con eritrocitos en 

diferentes grados de necrosis y presentan también desmoronamiento del 
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epitelio. En el intestino delgado comienzan a recuperarse las criptas, por 

división activa de las células y regenerándose el epitelio. A los 9 días 

aproximadamente la recuperación del animal es total, no observándose 

signos de alteraciones funcionales. El resultado del tratamiento con nigrina 

b es la apoptosis celular presente en la mitad de la tercera parte de las 

criptas intestinales de ambos intestinos (Ferreras y cols., 2010; Gayoso y 

cols., 2005). 

 

 

1.8.4 Aplicaciones biomédicas de la nigrina b en la construcción de 

conjugados e inmunotoxinas. 

 

Las patologías que pueden tratarse con inmunotoxinas son, en 

principio, aquellas basadas en la presencia de células enfermas con 

peculiaridades o determinantes antigénicos específicos en su superficie 

celular, en particular las células cancerosas (Girbés, 2004a).  

 

La nigrina b tiene la ventaja de que a la vez que preserva su carácter 

inhibidor de ribosomas, no puede translocarse al citosol por la vía de 

transporte retrógrado como la ricina y alcanzar los ribosomas de la célula 

(Girbés, 2004a; Battelli y cols., 1997; Battelli y cols., 2005). Por lo tanto, 

su utilización a grandes concentraciones no ofrece el peligro que ofrecen 

los conjugados e inmunotoxinas con ricina u otras RIPs tóxicas (Girbés, 

2004a). Además, se ha determinado que tanto la ebulina 1 como la nigrina 

b poseen muy poca actividad inmunogénica y adyuvante (Girbés, 2004a), 

lo que contrasta con el fuerte carácter inmunogénico y adyuvante de la 

ricina (Lavelle y cols., 2000). El hecho de que la ricina no muestre reacción 
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inmunológica cruzada frente a la nigrina b (medido por ELISA) (Girbés, 

2004a; Muñoz y cols., 2001) convierte a esta proteína en una candidata 

importante para sustituir a la ricina y a sus derivados cuando la resistencia 

inmunológica frente a éstos se hace patente durante la terapia experimental 

del cáncer (Girbés, 2004a; Kreitman y cols., 1999). 

 

Conjugados transferrina-nigrina b/ebulina 1. 

Muchas células malignas expresan el receptor de la transferrina, por 

ello, este receptor es objeto de ataque con conjugados. Tanto la nigrina b 

como la ebulina 1 forman conjugados con transferrina que retiene la 

actividad antirribosómica con valores de IC50 de 5 y 20 ng/ml 

respectivamente. Esta actividad inhibidora se mantiene sobre células 

cancerosas cultivadas, tales como las células HeLa con valores de 0,3 nM 

para ambos conjugados. Por lo tanto, estos conjugados son capaces de 

identificar y matar las células cancerosas que sobreexpresan el receptor de 

la transferrina y con una eficacia similar e incluso superior a los 

conjugados publicados con ricina y toxina diftérica (Girbés, 2004a; Citores 

y cols., 2002). 

 

Inmunotoxina frente a la neovasculatura tumoral. 

Uno de los principales problemas en el tratamiento de tumores sólidos 

con inmunotoxinas y otros agentes químicos es la accesibilidad reducida de 

los fármacos antitumorales al interior del los tumores (Jain, 1994). Una de 

las estrategias existentes para la eliminación del tumor, es eliminar el 

suministro de los nutrientes y el oxígeno que llegan al tumor a través de 

una fina red de vasos capilares (Girbés, 2004a). Provocando la muerte del 

tumor, sin necesidad de atacar directamente a las células tumorales. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Citores%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Citores%20L%22%5BAuthor%5D
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Diversos trabajos indican que la endoglina (CD105) se sobreexpresa en la 

neovasculatura tumoral (Girbés, 2004a; Fonsatti y cols., 2000; Duff y cols., 

2003). Como ejemplo de inmunotoxina, se ha construido el conjugado 

formado por el anticuerpo monoclonal antiendoglina humana (44G4) y la 

nigrina b, resultando muy activo en células CD105+ (Muñoz y cols., 2012; 

Ferreras y cols., 2010; Muñoz y cols., 2007; Benítez y cols., 2005). 

Además los conjugados de nigrina b y de la lectina dimérica SELld, 

poseían una fuerte citotoxicidad en células COLO y HeLa (Ferreras y cols., 

2010; Benitez y cols., 2004) 

 

 

1.9 Implicaciones inmunológicas de las proteínas de  Sambucus nigra. 

 

Se han descrito alergias al polen de Sambucus nigra (Förster-Waldl y 

cols., 2003). Se pudo aislar el alérgeno del polen que se denominó Sam n1, 

y que presenta una masa molecular relativa de 33,2 y secuencias 

aminoacídicas de péptidos trípticos, que mediante análisis en las bases de 

datos permitieron la identificación de secuencias similares de lectinas de 

Sambucus (Förster-Waldl y cols., 2003). Habida cuenta de que los frutos de 

saúco se consumen en la alimentación humana y en la preparación de 

jarabes, se plantea la cuestión de que las lectinas de saúco puedan provocar 

alergias del tipo alimentario, en gran parte dependiente del grado de 

degradación gastrointestinal de las lectinas y de ahí su importancia en la 

nutrición y la alimentación. 
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1.10 Polifenoles del té verde. 

 

Una de las bebidas más consumidas en el mundo es el té, que presenta 

importantes efectos beneficiosos sobre la salud debido a su contenido en 

catequinas, un subgrupo de polifenoles, conocidos por sus propiedades 

altamente antioxidantes. 

 

El té contiene elevadas cantidades de diversos flavonoides, entre los 

que destacan las catequinas. Éstas incluyen epicatequina (EC), 

epigalocatequina (EGC), epicatequina-3-galato (ECG), y epigalocatequina-

3-galato (EGCG) (Balentine y cols., 1997; Graham, 1992). EGCG es la 

catequina más abundante y comprende el 50-75 % de la cantidad total de 

catequinas. Otras catequina como la epigalocatequina digalato, 

metilepicatequina, etc. están presentes en pequeñas cantidades. Flavonoles 

incluyendo quercitina, kaempferol, miricetina y otros glicósidos también se 

encuentran presentes en el té (Kanwar y cols., 2012). La proporción de 

compuestos varía de acuerdo al clima, la altitud, la variación clonal, y el 

grado de desarrollo de las hojas. Así pues, la hojas jóvenes contienen altas 

cantidades de cafeína mientras que las hojas viejas contienen grandes 

cantidades de catequinas (Lin y cols., 2003).  

 

Las catequinas están presentes en mayores cantidades en el té verde que 

en el té negro y el té oolong, debido a los diferentes procesados de las hojas 

tras su recolección. Del té producido a nivel mundial, el 78 % es té negro, 

un 20 % té verde y un 2 % correspondiente al té oolong. El té verde 

procede de la planta Camellia sinensis, su preparación requiere el 

escaldado de hojas frescas para la inactivación de enzimas que impidan la 
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fermentación del producto, obteniendo, por lo tanto, un producto seco 

estable (Kanwar y cols., 2012). 

 

Entre los beneficios asociados al consumo de té verde se encuentran su 

capacidad de inducir termogénesis y estimular la oxidación de las grasas, lo 

que puede conducir a una reducción en el índice de la masa corporal y en el 

peso (Phung y cols., 2010; Wolfram y cols., 2006; Hursel y cols., 2006 

Esto ha conllevado un aumento notable del consumo de té en varios 

formatos como puede ser en infusión o en extractos concentrados de té 

verde (GTE). Otros efectos como su protección cardiovascular o su efecto 

anticanceroso, también han contribuido a su consumo en altas dosis (Moore 

y cols., 2009; Sturgeon y cols., 2009). Sin embargo, aunque hay evidencia 

de los efectos positivos del consumo de té verde y GTE, también hay datos 

indicativos de que el uso abusivo tanto de las infusiones como de los 

extractos concentrados, pueden ocasionar efectos adversos, que en casos 

extremos pueden ocasionar serios daños a la salud (Schöntal, 2011). 

 

Además de las hojas convencionales de té para infusión, hay un gran 

número de GTE comerciales disponibles en líquido o en cápsulas 

ofreciendo altas concentraciones de té verde enriquecidas con catequinas. 

Una de estas formas es el Polyphenon
®
, marca aplicada a una serie de GTE 

de alta calidad, altamente estandarizado, manufacturado por Mitsui Norin, 

de Japon. Uno de los más usados de estos GTE es el Polyphenon E
®
 (Poly 

E) manufacturado por Pholyphenon Pharma subsidiario de Mitsui. El 

Polyphenon E es un GTE descafeinado, compuesto por una fracción total 

de catequinas del 89 % siendo un 65 % EGCG, 9 % EC, 6,6 % ECG, 3,8 % 

EGC, 3,5 % GCG, 1 % C, 0,2 % GC y 0,2 % CG (Zhang, 2010). 
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Los datos expuestos anteriormente indican que la reversibilidad de los 

efectos tóxicos de nigrina b administrada intravenosamente sobre ratones 

pueden utilizarse para el estudio de los efectos de fármacos, nutrientes, 

fitoquímicos, etc. y en general, de sustancias que de alguna manera tengan 

algún efecto sobre la fisiología del tubo digestivo. Nuestra hipótesis es que 

los efectos tóxicos de la nigrina b administrada intraperitonealmente 

pueden interactuar con los efectos de otras sustancias, y por ello, constituir 

un modelo de daño/regeneración intestinal de utilidad en nutrición. Para 

este tipo de estudios que requieren la utilización de animales se exige la 

disposición de gran cantidad de nigrina b. Además de poder desarrollar este 

modelo animal es esencial disponer de nigrina b de la máxima actividad 

biológica, determinada en parte por el procedimiento de extracción. Con 

este fin, se plantearon en el presente trabajo los siguientes objetivos: 

 

1) Mejora en la obtención de nigrina b mediante el procedimiento clásico 

de cromatografía de afinidad. Para ello, se estudiará el estado de la 

corteza húmeda (procedimiento tradicional) o seca (nuevo 

procedimiento) como material biológico de partida, determinante de la 

calidad de la lectina purificada. En la asunción de que la deshidratación 

de la corteza del saúco no afecte a la actividad hemoaglutinante y 

tóxica. 

 

2) Estudiar los efectos de la administración intraperitoneal de nigrina b a 

ratones en sus aspectos toxicológicos e histológicos.  
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3) Estudiar los efectos de la administración conjunta de nigrina b por vía 

intraperitoneal con otros compuestos de importancia nutricional y 

terapéutica, como son los polifenoles del té verde. 
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3.1 Materiales. 

 

3.1.1 Equipos. 

 

Agitador de tubos: Raypa 

Agitador magnético ACS-160: J.Jimeno S.A. 

Balancín: Labnet 

Balanza de precisión: KERN ABS 

Balanza: KERN 572 

Baño de agua: Velp Scientifica (multistirrer 6) 

Célula con agitación (concentrador): Amicon  

Centrifuga: Digiten-R ORTO ALRESA  

Columnas cromatográficas:  

  Superdex 75: GE Healthcare 

 A-Sepharose: HiTrap Protein A HP 

 XK-50 GE Healthcare 

Concentrador de 50 y 10 ml: Amicon 

Congelador -24ºC: Fagor 

Cubetas electroforéticas mini-VE Amersham Biosciences 

Disgregador MICCRA D-9 /RT 

Equipo de electrotransferencia (Western-Blot): Pharmacia Biotech 

Escáner CanonScan Lide 200 acoplado a un ordenador SAMSUNG 

 NC10 

Espectrofotómetro: HEλIOS α Thermo  

Estufa: P.SELECTA 150 litros 

pHmetro: pH-meter basic 20 + CRISON 

Pipetas automáticas: Proline Plus de Biohit 
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Pipeteador automático: Isolab 

Sonicador: P-Selecta 

 

Equipamiento necesario del departamento de Biología Celular, 

Histología y Farmacología para llevar a cabo el análisis histológico 

 

 

3.1.2 Material fungible. 

 

Botellas de vidrio de diversos volúmenes, desde 5 ml hasta 5 litros. 

Cubetas de cuarzo para espectrofotómetro 104-QS Hellma 10mm. 

Cubreobjetos de 12 mm Ø. 

Espátulas. 

Frascos Erlenmeyers de vidrio de diferentes volúmenes. 

Gradillas para tubos Falcon y para microtubos. 

Guantes de látex. 

Imanes agitadores. 

Membrana Amicon. 

Membrana Inmobilon P de polivinilfluoruro (PVDF) 0,45 µm. 

Membranas de filtración MF Millipore 0,45 µm. 

Microtubos de plástico de 1,5 y 2 ml. 

Papel de filtro convencional (Afora). 

Papel de filtro Whatman Nº 3. 

Parafilm M. 

Pinzas y tijeras de acero inoxidable. 

Pipetas de plático estériles de 5, 10 y 25 ml. 

Placas Petri redondas y cuadradas. 



3. MATERIALES Y MÉTODOS EXPERIMENTALES.  59 

 

Portaobjetos. 

Probetas de vidrio y de plástico de diferentes volúmenes. 

Puntas de pipeta automática. 

Puntas especiales de pipetas para cargar geles de poliacrilamida. 

Tubos Falcon de 15 y 50 ml. 

Vasos de precipitados de vidrio y plástico de diferentes volúmenes. 

 

 

3.1.3 Reactivos químicos. 

 

A continuación se muestra una lista de los productos químicos 

utilizados, así como la casa comercial de la que provienen. Todos los 

productos son aptos para el uso en experimentos analíticos, siendo de una 

alta pureza. 

 

Reactivo        Casa Comercial 

Acetona        Panreac 

Ácido acético       Panreac/Baker 

Ácido clorhídrico       Panreac 

Acrilamida/bisacrilamida     Amresco 

Adyuvante de Freund completo    BD DIFCO 

Adyuvante de Freund incompleto    BD DIFCO 

Albumina sérica bovina      Roche 

Ázida sódica       Panreac 

Azul de bromofenol      Sigma-Aldrich 

Azul Coomassie R-250      Panreac 

Azul de Evans       Sigma-Aldrich 
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Bicarbonato de sodio      Aibasa 

2-mercaptoetanol       Merk 

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio    Fluka analytical 

Butanol-1        Merk 

Cloruro de magnesio      Merk 

Cloruro sódico       Merk 

Cloruro potásico       Sigma-Aldrich 

Dimetilformamida       Merk 

Dodecil sulfato sódico      Sigma-Aldrich 

EDTA        Panreac 

Etanol 96 %       Merk / Baker 

Fosfatasa alcalina       Sigma-Aldrich 

Fosfato monopotásico      Sigma-Aldrich 

Fosfato sódico       Merk 

Glicerol        Thermo 

Glicina        Sigma-Aldrich 

Hidróxido de sodio      Panreac 

Isofluorano        ABBOTT 

Lactosa        Sigma-Aldrich 

Metanol        Panreac / Merk 

NBT         Sigma-Aldrich 

O-dianisidina dihidrocloruro     Sigma-Aldrich 

Ovoalbúmina       Sigma-Aldrich 

Pancreatina        Sigma-Aldrich 

Pepsina        Sigma-Aldrich 

Peróxido de hidrógeno      Sigma-Aldrich 

Persulfato amónico      Sigma-Aldrich 
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Polyphenon E       Sigma-Aldrich 

Sepharose 6B (71-7098-00AD)     GE Healthcare 

TEMED        Sigma-Aldrich 

Tripsina        Merk 

Tris         Sigma-Aldrich 

Tween        Sigma-Aldrich 

X-fosfato (5-bromo-4-cloro-3-indolylfosfato)    Sigma-Aldrich 

 

También se utilizaron aquellos reactivos necesarios para llevar a cabo 

los análisis histológicos, suministrados por el departamento de Biología 

Celular, Histología y Farmacología.  

 

 

3.1.4 Materiales biológicos. 

 

En la realización de la presente tesis se han utilizado los siguientes 

materiales biológicos: 

 

3.1.4.1 Vegetales. 

Se recogieron ramas y frutos de Sambucus nigra L. durante las 

estaciones de primavera-verano en las instalaciones deportivas de Fuente 

La Mora, pertenecientes a la Universidad de Valladolid, situada en la 

Carretera de Renedo Km. 3,200, Valladolid, y en Mansilla de las Mulas 

(León), para la posterior obtención de la RIP nigrina b y de las lectinas 

SNA I y SNA II. 
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3.1.4.2 Anticuerpos. 

Los anticuerpos utilizados para llevar acabo la valoración de la 

farmacocinética de la nigrina b en sangre fueron: 

 Anticuerpos policlonales de suero de conejo antinigrina b, usados 

como anticuerpos primarios, preparados en nuestro laboratorio y 

el animalario de la Facultad de Medicina, bajo la supervisión del 

Veterinario Jefe. 

 Anticuerpos de cabra frente a anticuerpos de conejo marcados 

con fosfatasa alcalina de Sigma-Aldrich, utilizados como 

anticuerpos secundarios. 

 

3.1.4.3 Sangre. 

Para determinar la actividad de las proteínas extraídas y purificadas se 

realizó un experimento de hemoaglutinación, para lo cual se necesitaron 

unos viales de sangre, cedidos por el Hospital Universitario Río Hortega de 

Valladolid, gracias a la doctora Rosario del Villar. 

 

3.1.4.4 Animales de experimentación. 

Los animales empleados para la realización de este trabajo se 

mantuvieron en el animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad 

de Valladolid. 

 

Para la obtención de anticuerpos policlonales antinigrina b de ratón se 

utilizaron conejos albinos tipo New Zealand, con un peso corporal entorno 

a los 4-5 kg, suministrados por el animalario. 
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Para el resto de los experimentos con animales se utilizaron ratones 

hembra de linaje Swiss con un peso medio de entre 25-30 gramos, que se 

estabulan en jaulas de suelo sólido con un lecho absorbente y atóxico, 

generalmente se usaron virutas de madera. Se utilizó una dieta equilibrada 

en forma de pellets de pienso, con un consumo variable en función del peso 

y de la edad del animal, de la casa comercial Ssniff, producto V1535-000, 

cuya composición se detalla a continuación: 

 

Proteína    19,00 % 

Aceites y grasas   3,30 % 

Fibra    4,90 % 

Ceniza     6,40 % 

Calcio    1,00 % 

Fósforo    0,70 % 

Sodio    0,24 % 

Lisina    1,00 % 

Metionina + Cisteína  0,65 % 

 

Además de otros aditivos adicionales como vitaminas (A, D, E), y 

minerales (hierro, cobre, zinc, …), se les proporcionó agua corriente de uso 

humano ad libitum suministrada mediante biberones. La estabulación se 

realizó en torno a los 20-24 °C, con ciclos de luz de 12 h/día (8.00 a.m. - 8. 

00 p.m.). 
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3.2 Métodos experimetales. 

 

3.2.1 Preparación de disoluciones y filtración. 

 

Todas las soluciones se prepararon con agua purificada por el sistema de 

purificación Elix 3 de Millipore, con una resistividad alrededor de 0,067 

µS/cm. Se filtraron todas las soluciones para evitar posibles 

contaminaciones de materiales inertes como pequeñas fibras textiles. El 

equipo de filtración consta de un matraz de filtración, un cuerpo con placa 

de vidrio poroso, un embudo, una pinza de aluminio, un tubo de silicona y 

una bomba de vacío. Antes de filtrar se coloca una membrana de la casa 

comercial Millipore de 4,5 cm de diámetro, que permite el paso de 

sustancias de hasta 0,45 µm HA. La membrana se maneja con unas pinzas 

de punta redonda para evitar dañarla y se humedece por ambas caras con 

agua Elix, colocándola posteriormente entre el cuerpo con placa de vidrio 

poroso y el embudo, fijando ambas partes con la pinza de aluminio. 

Finalmente, a través de un tubo de silicona se conecta el matraz con la 

bomba de vacío. Una vez montado el sistema de filtración se conecta la 

bomba de vacío y se vierte la solución. En el caso de que la solución lo 

requiera, se esteriliza a continuación siguiendo las indicaciones del 

apartado 3.2.2. 

 

Para todos los procesos, tanto de preparación de soluciones como para 

la ejecución de los experimentos de esta tesis, se utilizaron guantes de 

látex, con cambios frecuentes, para evitar la contaminación de los diversos 

agentes presentes en la piel. 
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3.2.2 Esterilización. 

 

La esterilización se realiza en un autoclave a una temperatura de 120 ºC 

y a 1 atmósfera de sobrepresión durante 20 minutos. 

 

Para la esterilización de materiales se reparten en lotes en función de su 

naturaleza, los de plástico (vasos de precipitados, imanes, embudos, …) se 

mantienen toda la noche en una estufa a 50 ºC, y los de vidrio (probetas, 

vasos de precipitados, botellas, …), metal (espátulas, tijeras, …) y 

porcelana (morteros) se mantienen en estufa a 100 ºC durante toda la 

noche. 

 

El resto del material de laboratorio (puntas de micropipetas, microtubos, 

tubos cónicos, filtros, jeringas, etc.) se adquirió en forma estéril o se 

esterilizó utilizando el autoclave, como se ha indicado. 

 

 

3.2.3 Purificación de proteínas de corteza de Sambucus nigra L. 

 

3.2.3.1 Preparación de la resina Sepharose 6B tratada con ácido. 

Para el tratamiento de la Sepharose 6B se prosigue de la siguiente 

forma: se retiran 400 ml de la resina (71-7098-00AD) y se depositan en un 

vaso de precipitados, se remueve bien y después de que sedimente, se 

extrae el etanol mediante vacío. Se añade agua Elix y se remueve para 

diluir el etanol en el agua y favorecer su extracción nuevamente por vacío. 

Se repite el proceso hasta conseguir extraer la mayor cantidad posible de 
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etanol de la mezcla, comprobándose por la pérdida de olor a etanol del 

preparado. 

  

Las proteínas que queremos aislar (nigrina b, SNA I y SNA II) se unen 

covalentemente a los galactósidos, motivo por el cual tratamos la resina 

con HCl. Éste causa la rotura de los estromas dejando expuestos restos de 

D-galactosa, a los que se unirán las proteínas anteriormente citadas. 

 

Para el tratamiento de la Sepharose 6B se añade tanto volumen de HCl 

0,2 M como de resina, y así obtener una concentración final del conjunto de 

0,1 M. La mezcla se coloca en un baño a 50 ºC durante 3 horas, 

removiendo regularmente. Transcurrido el tiempo se retira el HCl mediante 

lavados con agua Elix hasta normalizar el pH entorno a 7. Durante estos 

lavados hay que ir eliminando las partículas más finas para evitar que se 

obstruya la columna durante la extracción, lo que provocaría una 

disminución del flujo de salida y una pérdida de la resolución. 

 

3.2.3.2 Preparación de las membranas de diálisis. 

Se cortaron 3 tiras de las membranas de diálisis, de alrededor de 1 

metro, de los diámetros convenientes (31,7 mm, 23,8 mm, 19,0 mm y 14,3 

mm). Se hirvieron las membranas de diálisis durante 10 minutos en 

bicarbonato de sodio al 2 % y EDTA 1 µM, removiéndolas frecuentemente. 

A continuación, se enjuagaron bien las bolsas con agua Elix y se volvieron 

a hervir nuevamente en bicarbonato de sodio al 2 % y EDTA 1 µM durante 

15 minutos. Se repitió la operación. 
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A continuación, se lavaron y se enjuagaron las membranas de diálisis 

(aproximadamente tres veces) con agua Elix. Después se hirvieron 10 

minutos en agua Elix. Se repitió este último paso, y para finalizar, se 

almacenaron en 1 litro de agua Elix y ázida sódica 0,1 g a 4 ºC, hasta su 

uso. 

 

3.2.3.3 Material biológico de partida. 

Tanto la RIP nigrina b como las lectinas SNA I y SNA II presentan 

diferentes patrones de expresión en función de la época estacional. En el 

caso de la nigrina b presenta su mayor expresión durante la temporada 

estival. Debido a los constantes cambios climáticos, no se dispone de una 

fecha exacta para la recogida de las ramas de saúco, por lo tanto, ya en 

primavera se controlaron las ramas de Fuente la Mora, y se recogieron 

pequeñas cantidades de éstas, de unos 2 cm de diámetro, que 

posteriormente se procesaron para determinar la concentración de proteínas 

presentes. Cuando la cantidad de nigrina b fue mayor a la de las otras dos 

lectinas (SNA I y SNA II), se procedió a una recolección a gran escala de 

la ramas de saúco. 

 

Una etapa fundamental previa a la extracción de las proteínas de la 

corteza del saúco es lograr un almacenamiento adecuado, sin que el paso 

del tiempo ocasione una pérdida de las características de las proteínas de 

interés. Para la consecución de este objetivo se llevó a cabo una limpieza 

inicial de las ramas, eliminando hojas y brotes. A continuación se procedió 

a separar la corteza, tanto primaria como secundaria, de la médula. En la 

figura MM1 se observan las diferentes capas de una rama de saúco, de la 
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utilizadas en este trabajo. Para obtener la corteza en tiras finas se empleó 

un cúter. 

 

 

Fig. MM1. Fragmento de rama de Sambucus nigra L. Puede apreciarse la corteza 

primaria (color marrón), la corteza secundaria (color verde) y finalmente la médula. 

 

Para los estudios realizados en este trabajo se utilizó corteza húmeda y 

corteza secada a temperatura ambiente. La corteza húmeda se congeló a -24 

ºC inmediatamente después de su obtención. La corteza seca se deshidrató 

a temperatura ambiente con buena circulación de aire y volteo frecuente 

hasta peso constante. Este material desecado se guardó en bolsas 

herméticas a 20 ºC hasta su uso. 

 

3.2.3.4 Proceso de extracción de nigrina b. 

Se partió de aproximadamente 100 gramos de corteza húmeda o corteza 

seca. En el caso de la húmeda, el material se cortó lo más pequeño posible 

y se trituró en un mortero de porcelana para disgregar el tejido y a 

continuación se homogeneizó en una batidora Philips de cuchillas en 

presencia de 8 volúmenes de tampón. A partir de aquí, el procedimiento 

que se siguió fue idéntico al de la corteza seca.  
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La corteza seca en trozos de 1 cm de longitud se trituró con un 

molinillo. Cuanto mayor sea la superficie de contacto de la corteza con el 

tampón de extracción, mayor rendimiento de proteínas se obtendran, por lo 

tanto, para incrementar el área de contacto se trituraron las estacas, para 

convertirlas en un polvo lo más fino posible. 

 

En el caso de la corteza seca, la extracción de las proteínas se realizó en 

presencia de 12 volúmenes del tampón de extracción (fosfato monosódico 

5 mM pH 7,5 y cloruro sódico 0,28 M) y se mantuvo con agitación 

continúa durante toda la noche a 4 ºC. 

 

Después de unas 16 horas en agitación se obtuvo el extracto, que se 

filtró a través dos gasas de nailon, eliminando así los fragmentos no 

disgregados. Para eliminar los restos de la corteza particulada y del 

mucílago del extracto vegetal se centrifugó a 3.500 rpm a 3-4 ºC durante 45 

minutos en un rotor basculante RT 142 (Digiten-R Orto Alresa). Se pasó el 

sobrenadante a otro tubo Falcon y se volvió a centrifugar a 3.500 rpm a 3-4 

ºC durante 30 minutos. Si tras la primera centrifugación se observa el 

sobrenadante muy turbio, antes de realizar la segunda centrifugación se 

filtra el extracto con 2 pliegues de papel de filtro convencional. Finalmente 

se recuperó el extracto y se filtró de la misma manera. Éste es el extracto 

crudo a partir del cual se realiza la purificación de las proteínas (nigrina b, 

SNA I y SNA II). 

 

3.2.3.5 Cromatografía de afinidad a través de AT-Sepharose 6B. 

Para realizar la cromatografía de afinidad, se montó la columna XK-50 

con camisa de refrigeración de GE Healthcare. Como lecho cromatográfico 
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se utilizó la Sepharose 6B tratada previamente con HCl, según se indica en 

el apartado 3.2.3.1. y se procedió según sigue: se añade la Sepharose 6B-

HCl. Para evitar una sedimentación por estratos se vierte desde un primer 

momento todo el volumen en función de la altura del lecho que se desee 

tener, aproximadamente 9 cm. Formado el lecho, se pasan 2 volúmenes del 

tampón de extracción para equilibrar la columna. A través del pH se 

verifica que la columna se ha equilibrado, presentando la fase móvil el 

mismo pH a la entrada y a la salida de la columna. El flujo de la columna 

se ve determinado, además de otras variables, por la acción de la gravedad 

siendo aproximadamente de 8 ml/min. 

 

Para la adición de la muestra, se detiene la entrada del tampón de 

extracción dejando una fina capa. A continuación, se cierra la salida del 

eluyente y con ayuda de una pipeta Pasteur se va añadiendo suavemente 

parte de la muestra por las paredes hasta formar otra vez una capa 

amortiguadora evitando así dañar el lecho. Conseguidos 2 o 3 cm de 

muestra por encima del lecho se abre el paso del resto de la muestra 

(entorno a unos 800 ml) y la salida del eluyente, dejando que la muestra 

vaya penetrando a través del lecho. Dado que esta columna se basa en el 

principio de afinidad, nuestras proteínas se quedarán unidas a la matriz de 

la columna, y el resto del material del extracto crudo se desecha con el 

eluyente. 

 

Después, la columna se lava con el mismo tampón de extracción hasta 

que la absorbancia a 280 nm sea prácticamente cero. Hasta este momento, 

todo el proceso se realiza a una temperatura cercana a los 0 ºC gracias a la 

recircularización de agua previamente enfríada a través de la camisa 
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térmica que presenta la columna. Para la elución de las proteínas retenidas, 

se sube la temperatura de la columna hasta alcanzar una temperatura 

ambiente y se procede a la elución de las proteínas con un tampón de 

lactosa 0,2 M, NaCl 0,28 M y PNa 0,005 M a un pH de 7,5. Las proteínas 

que presentan mayor afinidad por la lactosa que por la resina, se 

desprenden de la columna. A partir de la adición de la lactosa, vamos a 

recoger de manera manual fracciones de 10 ml. Estas fracciones se miden 

con el espectrofotómetro a una longitud de onda de 280 nm, usando una 

cubeta de cuarzo con un paso de luz de 10 mm. Los datos resultantes, se 

representan en una gráfica frente al número de la fracción correspondiente. 

A la fracción proteica eluída se la denomina pico de afinidad. 

 

Las fracciones correspondientes al pico de afinidad se concentran, según 

el apartado 3.2.3.8, hasta 5 ml aproximadamente en una célula de filtración 

Amicon con agitación, empleando una membrana YM-10. 

 

3.2.3.6 Cromatografía de exclusión molecular en Superdex 75. 

La muestra obtenida en el apartado anterior se cargó en una columna de 

exclusión molecular Superdex 75. Esta columna nos permite la resolución 

eficaz de proteínas entre los 3.000 y 70.000 Mr. Esto la hace idónea para la 

separación de las proteínas en estudio, que rondan entre los 30.000 y los 

140.000 Mr. Dada la longitud que presenta la columna, se hace necesario el 

uso de una bomba peristáltica, que disminuye la resistencia ofrecida por el 

lecho ante el paso del eluyente, logrando un flujo de 4 ml/min. 

 

Al ser una columna preempaquetada comercialmente, se siguen las 

instrucciones correspondientes aportadas por GE Healthcare. Según se 
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indica, el primer paso es eliminar todas las posibles burbujas de aire que 

pueda tener la columna. Después se procede a equilibrar la columna 

pasando un volumen de un tampón de baja fuerza iónica (0,025 M PNa y 

0,075 M NaCl pH 7,2), y seguidamente dos volúmenes de otro tampón 

constituido por 0,05 M PNa y 0,15 M NaCl a un pH de 7,2 y finalmente, 

antes de cargar las proteínas concentradas, se pasa otro volumen del mismo 

tampón con el que posteriormente serán eluídas las proteínas. A este 

tampón le denominamos tampón de proteína (0,005 M PNa y 0,4 M NaCl 

con un pH de 7,5). Cargamos los 5 ml de las proteínas concentradas en el 

apartado anterior y eluímos la muestra con el mismo tampón de proteína. 

Los primeros 60 ml se recogen con una probeta y a continuación se 

recolectan fracciones de 5 ml. Se miden las absorbancias a 280 nm lo que 

permite indentificar tres picos bien diferenciados. El primer pico 

corresponde a SNA I, el segundo a nigrina b y el tercero a SNA II. 

 

3.2.3.7 Diálisis de las proteínas. 

Según se indicó en el apartado 3.2.3.2, se disponen las membranas de 

diálisis preparadas en tiras de 1 metro en agua Elix con ázida sódica. En 

función del volumen de cada una de las proteínas aisladas se escogieron las 

membranas de diálisis del diámetro conveniente (31,7 mm, 23,8 mm, 19 

mm y 14,3 mm) y se cortaron a la longitud deseada. Antes de utilizar las 

membranas, se lavaron con agua Elix. Terminado el lavado, se rellenaron 

con las proteínas aisladas y se anudaron dejando una pequeña cámara de 

aire.  

 

La diálisis se realizó a 4 frente a 4 cambios de agua con un espacio de 

tiempo mínimo de 4 horas. Después de los 4 cambios, se sacan las bolsas 
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de diálisis y se secan cuidadosamente con papel absorbente. Se cortan por 

uno de los extremos y se vierten las proteínas en tubos Falcons. Se guardan 

a 4 ºC hasta su concentración. 

 

3.2.3.8 Concentración de proteínas. 

Las proteínas dializadas se concentraron en una célula con agitación de 

Amicon utilizando membranas Millipore YM-10. El sistema consiste en la 

aplicación de N2 que ejerce presión sobre la muestra a concentrar. Esta 

presión fuerza el paso de aquellos solutos que presenten un tamaño inferior 

al del poro de la membrana (10 KDa), mientras que los solutos mayores 

quedan retenidos en el interior de la célula. Estas células presentan una 

agitación que impide que se deposite material particulado sobre la 

membrana taponando los poros e impidiendo la salida de los solutos más 

pequeños. 

 

Para la concentración de cada una de las proteínas (SNA I, nigrina b y 

SNA II) se dispone de una membrana reservada específicamente para este 

fin. Las operaciones se realizan siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Se añade primeramente agua Elix y se pone en funcionamiento una 

agitación suave-moderada, a continuación se abre la presión del gas hasta 

que alcance 2,5 kg/cm
2 

(la presión no debe superar los 5,3 kg/cm
2
). 

Comprobando que no hay ningún problema y que la célula funciona 

correctamente, se repite el proceso, pero esta vez colocando la proteína a 

concentrar (SNA I, nigrina b o SNA II). Por lo general, la concentración 

deseada de nuestras proteínas está entre 2 y 3 mg/ml. Finalmente, se 

guardan las proteínas concentradas y el filtrado a 4 ºC. Éste último se 
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utiliza como blanco para la determinación de la concentración de las 

proteínas.  

 

 

3.2.4 Medida de la concentración de proteínas por el método Kalb & 

Bernlohr. 

 

Para establecer la concentración de la RIP nigrina b como de las lectinas 

SNA I y SNA II nos basamos en la fórmula descrita en 1977 por Kalb y 

Bernlohr.  

 

[Proteína] = 183 (A230 - A320) - 75,8 (A260 -A320) = µg/ml 

 

Esta fórmula se basa en la realización de varias medidas 

espectrofotométricas a diferentes longitudes de onda. Donde A230, A260 y 

A320 corresponden con las medidas de la absorbancia de la muestra a las 

longitudes de onda 230, 260 y 320 nm respectivamente. 

 

Para la medida de las absorbancias se utiliza un espectrofotómetro 

HEλIOS α Termo y una cubeta de cuarzo Hellma con un paso de luz de 10 

mm. Como blanco se usa el filtrado resultante de la concentración de dicha 

proteína con la célula Amicon. El espectrofotómetro se ajusta a absorbancia 

cero para las longitudes de onda 230, 260 y 320 nm con la solución tomada 

como blanco. Una vez realizado, se diluye la muestra de la proteína 

correspondiente 10/1.000 con el propio blanco. Determinada la 

concentración de cada proteína se dividen las muestras proteicas en 

alícuotas y se almacenan a -18 ºC hasta su utilización. 
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3.2.5 Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida en 

presencia de SDS. 

 

La técnica empleada para determinar la pureza y la identidad de las 

proteínas es la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes en presencia de dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE). 

Siguiendo el método de Laemmli de 1970. Para lo cual, se necesita una 

fuente de alimentación, una cubeta, el gel de poliacrilamida (soporte 

electroforético) y el tampón tanto de electroforesis como el de la muestra. 

Se utilizó un sistema de Amersham Biosciences. 

 

Es importante eliminar cualquier resto de poliacrilamida anterior que 

pudiera interferir en el avance de las proteínas a lo largo del gel, para ello 

se limpian los cristales necesarios para la formación del gel con un papel 

impregnado en acetona. Se procede al montaje de los cristales y los 

separadores en su soporte específico. Una vez realizado, se prepara el gel 

de poliacrilamida, que está formado por dos fases. Una primera fase, 

inferior, se denomina gel de resolución o separador cuya composición 

variará en función del tamaño de las proteínas que queremos identificar, 

siendo de nuestro interés aquellos geles con un porcentaje de 

poliacrilamida del 10 y 15 %. La segunda fase, superior, se denomina gel 

compactador formado con un 4 % de poliacrilamida.  

 

Se realizó la mezcla para el gel de resolución, que contenía una mezcla 

de un 10 ó 15 % (p/v), de acrilamida/bisacrilamida (37,5:1), según el gel a 

realizar, Tris-HCl 375 mM (pH 8,8), SDS 0,1 % (p/v), persulfato amónico 

0,1 % (p/v) y TEMED 0,07 % (v/v), y se vierte la solución entre los dos 
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cristales dejando una distancia de 2 cm del borde. Para que el frente nos 

quede recto y sin alteraciones se añaden 200 μl de butanol. Una vez 

gelificado, se retira el butanol y se elimina cualquier resto que pudiera 

quedar, realizando varios lavados con agua Elix. Se prepara el gel 

compactador de la misma manera que el de resolución, cuya composición 

es 4 % (p/v) de acrilamida/bisacrilamida (37,5:1), Tris-HCl 125 mM (pH 

6,8), SDS 0,1 % (p/v), persulfato amónico 0,08 % (p/v) y TEMED 0,08 % 

(v/v). Finalmente se coloca el peine, cuyo tamaño varía en función del 

número de muestras que deseamos analizar. Una vez polimerizado el gel, 

se retira el peine y se procede a lavar los pocillos de cualquier resto de 

poliacrilamida que pudiera haber quedado con agua Elix.  

 

Después, las muestras se incuban durante 3 minutos a 100 ºC en Tris-

HCl 62,5 mM (pH 6,8), SDS al 2 % (p/v), glicerol 10 % (v/v) y 0,025 % 

(p/v) de azul de bromofenol en una proporción 3:1 y en función de si se 

quiere reducir o no las proteínas se añade 2-mercaptoetanol, se concentran 

las muestras por centrifugación y se cargan las muestras en los pocillos. La 

electroforesis se lleva a cabo a temperatura ambiente con una diferencia de 

potencial entre electrodos de 120 V y una intensidad de corriente de 25 mA 

por gel en tampón de electroforesis compuesto por Tris-HCl 25 mM (pH 

8,3), glicina 192 mM y SDS 0,1 % (p/v). El proceso finaliza cuando el 

frente formado por el azul de bromofenol se acerca al final del gel.  

 

A continuación, se tiñe el gel con solución de teñido, que se compone de 

0,125 % de azul de Commassie, 50 % metanol y 10 % de ácido acético, 

durante 3-4 horas con movimientos basculantes a temperatura ambiente. Y 

finalmente se procede al desteñido con una solución de metanol 7 % y 
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ácido acético al 5 %, también acompañado de movimientos basculantes. 

Esta solución se cambia aproximadamente cada 4 horas hasta lograr la 

visualización de las bandas correspondientes. Para almacenar las imágenes 

se procedió a escanear los geles utilizando un escáner convencional, 

modelo CanonScan Lide 200, acoplado a un ordenador SAMSUNG NC10. 

 

 

3.2.6 Detección de la actividad hemoaglutinante de eritrocitos. 

 

Tras determinar la concentración y corroborar la pureza de las proteínas, 

se compruobó su actividad mediante la técnica de hemoaglutinación. Para 

ello, se utilizó sangre humana, cedida por el Hospital Universitario Río 

Hortega, y placas de microtitulación de 96 pocillos con el fondo en forma 

de U, procediendo como se indica a continuacion: 

 

Una vez determinado el hematocrito, se homogeneiza la sangre y se 

diluye en PBS (0,14 M NaCl y 0,005 M PNa pH 7,5), logrando una 

suspensión del 1 % (v/v) de eritrocitos. Se colocan 30 µg de la proteína 

(SNA I, nigrina b o SNA II) en el primer pocillo de cada fila y se completa 

hasta los 100 µl con PBS (0.14 M NaCl y 0.005 M PNa pH 7,5). Al resto 

de los pocillos de la fila se les añade 50 µl de PBS. A continuación se 

procede a realizar diluciones seriadas, transfiriendo 50 µl de un pocillo a 

otro. Los últimos 50 µl se desechan, quedando el último pocillo como 

control negativo. Finalmente, se obtiene una dilución del 50 % de un 

pocillo respecto al siguiente (factor dilución ½). Realizadas las diluciones 

se añaden 50 µl de la suspensión de eritrocitos humanos al 1 % (v/v) 

preparada anteriormente. Se mezcla bien y se deja reposar durante 30-60 



3. MATERIALES Y MÉTODOS EXPERIMENTALES.  78 

 

minutos. Se realizan a la par dos placas bajo las mismas condiciones, 

dejando una a temperatura ambiente y otra a 4 ºC. La hemoaglutinación se 

detecta visualmente. La actividad se mide en mg/ml de proteína mínima 

necesaria para hemoaglutinar. 

 

 

3.2.7 Purificación de proteínas de frutos de Sambucus nigra L. 

 

Se partió de 100 gramos de frutos verdes de Sambucus nigra L. 

recogidos en la zona deportiva de Fuente la Mora durante agosto. Y para 

obtener las proteínas se operó de la siguiente manera: se machacan los 

frutos en un mortero de cerámica y se terminan de triturar con una batidora 

para conseguir un mayor rendimiento. La extracción de las proteínas se 

realiza en presencia de 5 volúmenes del tampón de extracción (apartado 

3.2.3.4), manteniéndose con agitación a 4 ºC durante toda la noche.  

 

El extracto se filtra a través de dos gasas de nailon, eliminando así los 

fragmentos de los frutos verdes y las semillas. El resto del procedimiento 

continúa de la misma forma que en la extracción de nigrina b (apartado 

3.2.3.4 y 3.2.3.5). 
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3.2.8 Operaciones con ratones. 

 

3.2.8.1 Administración de sustancias. 

El método empleado para la administración, tanto de la nigrina b como 

de otras sustancias, varía en función de las necesidades del experimento. 

Éstas pueden ser la velocidad de absorción, la facilidad de administración, 

o la tolerancia a determinadas sustancias. Los métodos utilizados en la 

realización de este trabajo fueron vía oral y vía intraperitoneal. Ambos 

métodos se realizaron con el animal consciente. 

 

3.2.8.1.1 Vía oral. 

Este método permite la administración de sustancias a través del tracto 

digestivo, bien de manera voluntaria (mezclando la sustancias con otros 

compuestos que incrementen su palatabilidad) o bien involuntaria. Se 

empleó esta técnica para el suministro del Poliphenon E (Pol E) a 120 

mg/kg, 30 mg/kg y 16 mg/kg. Se realizó a través de una administración 

forzada del Pol E mediante una aguja metálica curva cuyo extremo se 

encuentra redondeado para evitar dañar accidentalmente el esófago. Dicha 

aguja presenta un diámetro de 0,8 mm. La administración forzada por vía 

oral requiere la inmovilización del ratón, de tal forma que queden alineados 

la cabeza, el cuello y el tórax. Se introduce la aguja por la boca del animal, 

avanzando suavemente por la faringe hasta llegar al estómago. Una vez allí, 

se empuja el émbolo de la jeringuilla suavemente y se procede a extraer la 

aguja cuidadosamente.  
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3.2.8.1.2 Vía intraperitoneal. 

Este método permite la administración de sustancias en la cavidad 

peritoneal. Esta técnica se utilizó para administrar nigrina b a la 

concentración de 10 mg/kg. Se realizó de la siguiente forma: se prepara una 

jeringuilla de insulina (25 G) con la muestra a inyectar (10 mg/kg de 

nigrina b). Se inmoviliza al ratón cogiéndolo de la cola y se sitúa en la tapa 

de una jaula, así el ratón se puede agarrar a los barrotes. Se pinza con el 

pulgar y el índice la piel del cuello. Se levanta al ratón y sujetamos la cola 

entre el dedo anular y la palma de la mano. Finalmente se inclina al animal 

hacia la cabeza favoreciendo que los órganos abdominales se desplacen, 

evitando que al inyectar se produzca alguna lesión. Una vez inmovilizado 

el animal, se extiende una de las extremidades inferiores al tiempo que se 

procede a realizar la inyección.  

 

3.2.8.2 Control de peso, anestesia y eutanasia de los ratones. 

En aquellos experimentos en los que se empleó ratones durante un 

periodo de tiempo mayor a un día se procedió al control diario del peso 

corporal. 

 

Para anestesias de corta duración se usó como anestésico el Isofluorano 

(ABBOTT), un potente anestésico inhalatorio, no irritante. Se administró 

utilizando un algodón empapado en éste, que se colocó en una caja de 

plástico con tapa donde se introduce al animal. Trascurrido unos 60-120 

segundos el ratón queda anestesiado. Si nos excedemos del tiempo 

podemos producir la muerte. El uso de isofluorano se realiza siempre en 

una campana de extracción de gases. 
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Para la obtención de anticuerpos y en la perfusión para histología, se 

suministró una mezcla de ketamina/xilacina mediante inyección 

intraperitoneal, variando su proporción en función del animal y del peso. 

Así pues, en el caso de los ratones se emplea una dosis de 100/10 mg/kg y 

en el caso de los conejos una de 35/5 mg/kg. (Zúñiga y cols., 2008). 

 

Se realizó la eutanasia mediante la combinación de dos métodos: 

método farmacológico y método físico. Inicialmente se sometió al ratón a 

un anestésico inhalatorio (método farmacológico), en nuestro caso el 

isofluorano, procediendo tal y como se indica en el apartado 3.2.8.2, con la 

diferencia de que se dejó actuar durante 3-4 minutos, ocasionando la 

muerte del animal por sobredosis. Por seguridad, se realiza también una 

dislocación cervical. 

 

3.2.8.3 Obtención de muestras. 

Durante la realización del presente trabajo se han obtenido diferentes 

muestras, entre ellas sangre y diferentes órganos (principalmente intestino 

delgado y grueso). En función del tipo de muestra se realizó una técnica u 

otra. 

 

3.2.8.3.1 Sangre. 

Debido a las características de nuestro experimento, se requirió obtener 

la máxima cantidad de sangre posible, siendo elegida la punción cardiaca 

como método más indicado. Esta técnica requiere anestesiar previamente al 

ratón, siguiendo las indicaciones del apartado 3.2.8.2. Acto seguido se 
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coloca al ratón en posición decubito supino y se determina por palpación la 

zona cardiaca. Una vez localizada ésta, se procede a la inyección y a la 

extracción de la sangre. Es frecuente obtener un volumen sanguíneo de 

entre 600-900 µl. Se finaliza el proceso con el sacrificio del animal según 

el apartado 3.2.8.2. 

 

3.2.8.3.2 Órganos. 

Principalmente se obtuvieron muestras de intestino delgado y grueso. 

Para ello, tras sacrificar al ratón (3.2.8.2), y con ayuda de unas pinzas y 

tijeras de disección, se realizaron tres cortes en la zona abdominal, dos 

longitudinales y otro transversal, dejando al descubierto la parte inferior del 

aparato digestivo. Para extraer el intestino en su totalidad se realizaron dos 

cortes, uno justo antes del estómago y otro al final del recto. Se eliminaron 

los restos de grasa que impedían la extracción del mismo. 

 

3.2.8.4 Limpieza de intestinos. 

Se colocaron los intestinos en una placa Petri cuadrada y se procedió a 

su desenmarañamiento y limpieza. Se comenzó eliminando el sistema 

vascular y toda la grasa que quedaba unida a la pared del intestino, con 

cuidado de no cortar el mismo y así obtenerlo en una pieza. Se aisló el 

intestino delgado y el grueso mediante un corte transversal en el píloro para 

eliminar el estómago, y otro en la válvula ileocecal, separando ambos 

intestinos.  

 

Finalmente se limpió el quimo con PBS (0,28 M de cloruro sódico en 5 

mM fosfato monosódico pH 7,5) mediante una jeringuilla de 10 ml 
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encajada en una punta de 20-200 μl. Se inyectó el PBS desde uno de los 

extremos del intestino delgado. Si se observa alguna rotura del intestino, se 

corta en ese punto y se continua el procedimiento de limpieza. Se pasó 

tanto PBS como fue necesario para la eliminación de todos los posibles 

restos. Para la limpieza del intestino grueso se realizó un corte longitudinal 

lo que favorece la eliminación de los restos de heces y la limpieza suave de 

la superficie mucosa con PBS.  

 

3.2.8.5 Determinación de la longitud de los intestinos. 

Mediante unas pinzas se sujetó el intestino delgado desde uno de sus 

extremos y se dejó caer lentamente por peso sobre una superficie lisa en 

línea recta, sin llegar a estirarlo. En último lugar, se midió con una regla 

milimetrada. Se realizó el mismo procedimiento con el intestino grueso. 

 

 

3.2.9 Actividad mieloperoxidasa por el procedimiento de la O-

dianisidina. 

 

Se realizó la medida de actividad mieloperoxidasa por el procedimiento 

de la O-dianisidina para determinar la infiltración de neutrófilos en los 

tejidos, en este caso en el intestino delgado y grueso (Bauer y cols., 2000; 

Xia y Zweier, 1997), según se indica a continuación: 

 

Tras la separación del intestino delgado y del grueso, se procede a la 

limpieza del intestino con PBS, como se ha indicado en el apartado 3.2.8.4. 

Se divide el intestino delgado en tres fragmentos del mismo tamaño, 

aproximadamente. Se pesan todos los tramos de intestino (3 del delgado y 1 
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del grueso) y se trocean al máximo con tijeras de punta fina sobre una placa 

Petri colocada en hielo picado, de manera que la muestra este lo más 

próxima posible a 0-2 ºC. Cada parte de intestino triturado se transfiere a 

un tubo Falcon, al que se añade el 10 % (peso/volumen) de tampón 50 mM 

fosfato potásico pH 6,0 conteniendo 0,5 % de Bromuro de 

hexadeciltrimetilamonio, y se procede a homogenizar los tejidos con el 

disgregador MICCRA /RT hasta conseguir un fluido lo más líquido 

posible. Entre muestra y muestra se desmonta la varilla y se lava bien con 

agua Elix para evitar contaminaciones cruzadas que puedan falsear los 

resultados finales. Se centrifuga el máximo volumen del homogeneizado 

durante 60 minutos a 3.500 rpm a 4 ºC con un rotor de ángulo fijo RT 102 

(Digiten-R Orto Alresa). Después se toma una alícuota de 1 ml del 

sobrenadante y se congela a -20 ºC. Se pipetearon otras dos alícuotas de 

100 μl (muestra y duplicado) del sobrenadante, que se procesaron por el 

método de la O-dianisidina según sigue: 

 

Se incuban las alícuotas de 100 μl en tubos de ensayo durante 10 

minutos a 20-25 ºC. Después se añaden los siguientes componentes: 2.900 

μl KPi + 60 μl de 20 mg/ml O-dianisidina dihidrocloruro.Se agregan 60 μl 

de 20 mM H2O2 para iniciar la reacción, se agita la mezcla de reacción y se 

incuba 20 minutos a una temperatura de entre 20-25 ºC. Se detiene la 

reacción mediante la adición de 100 μl de 2 % de ázida sódica, se vuelve a 

agitar y se incuba 10 minutos a una temperatura entre 20-25 ºC. Finalmente 

se centrifuga a 2.500 rpm durante 5 minutos a una temperatura de 23 ºC 

para sedimentar los posibles precipitados que se formen. Se mide la 

absorbancia a 460 nm. La actividad enzimática se expresa como A460 en las 

condiciones de reacción.  
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3.2.10 Estudio de la mortalidad en ratones promovida por Polyphenon 

E en combinación con nigrina b 

 

Los efectos causados tras la aplicación de Polyphenon E (Pol E) a 

diferentes dosis en presencia/ausencia de distintas dosis de nigrina b son 

determinados mediante el análisis de supervivencia. Este análisis consiste 

en medir el tiempo que transcurre desde que se suministra el Pol E y la 

nigrina b a los ratones hasta que se produce la muerte del animal.  

 

Para cada experimento se utilizó un grupo de 7 ratones Swiss hembras, 

con un peso corporal medio alrededor de 25 g. Los diferentes tratamientos 

se administraron por vías intraperitoneal (IP) y vía oral (O), siguiendo las 

indicaciones dadas en el apartado 3.2.8.1. A continuación se muestra un 

listado con las diferentes dosis suministradas y su vía de administración: 

 

 16 mg/kg Ng b IP 

 16 mg/kg Ng b IP + 120 mg/kg Pol E IP 

 16 mg/kg Ng b O + 120 mg/kg Pol E O. 

 16 mg/kg Ng b IP + 120 mg/kg Pol E O. 

 16 mg/kg Ng b IP + 30 mg/kg Pol E O. 

 16 mg/kg Ng b IP + 16 mg/kg Pol E O. 

 10 mg/kg Ng b IP 

 10 mg/kg Ng b IP + 120 mg/kg Pol E O. 

 10 mg/kg Ng b IP + 30 mg/kg Pol E O. 

 10 mg/kg Ng b IP + 16 mg/kg Pol E O. 

 120 mg/kg Pol E IP 

 120 mg/kg Pol E O. 
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 30 mg/kg Pol E O. 

 

Una vez realizado el experimento se representaron los datos obtenidos 

mediante una curva de supervivencia Kaplan-Meier. 

 

 

3.2.11 Determinación histológica de los efectos del Polyphenon E. 

 

Para poder determinar los cambios histológicos producidos por la 

combinación de nigrina b y Polyphenon E se realizaron, con ayuda del 

personal técnico del Departamento de Biología Celular, Histología y 

Farmacología, cortes histológicos de varios tejidos: intestino delgado, 

intestino grueso, hígado, riñón y pulmón. Posteriormente se tiñeron las 

muestras con hematoxilina/eosina.  

 

El proceso que se detalla a continuación se realizó con ratones Swiss 

hembra de unos 25 gramos tratados bajo las siguientes condiciones: 

 

 Control negativo: inyección IP con 100 μl PBS 

 Nigrina b 10 mg/kg IP 24h 

 Nigrina b 10 mg/kg IP 48h 

 Nigrina b 10 mg/kg IP 72h 

 Nigrina b 10 mg/kg IP + Pol E 30 mg/kg O 24h 

 Nigrina b 10 mg/kg IP + Pol E 30 mg/kg O 48h 

 Nigrina b 10 mg/kg IP + Pol E 30 mg/kg O 72h 

 Nigrina b 16 mg/kg IP + Pol E 30 mg/kg O 48h 

 Pol E 30 mg/kg O 
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3.2.11.1 Perfusión de los animales. 

Para la perfusión de los ratones se anestesian con una mezcla de 

ketamina/xilacina, según se indica en el apartado 3.2.8.2. Por vía IP se 

inyecta nitrito sódico al 1 % y heparina al 1 % a partes iguales. Después se 

conecta el sistema de perfusión al ventrículo izquierdo y se abre un 

pequeño agujero en la aurícula derecha, permitiendo la salida de la sangre y 

posteriormente del resto de soluciones, lavadora y fijadora. 

 

Primero se lava la sangre del ratón pasando una solución salina 

tamponada (0,154 M cloruro sódico en tampón fosfato 0,1 M pH 7,4) 

durante 3 minutos, a la vez que se vierte, agua tibia por encima del 

abdomen, favoreciendo la vasodilatación y la eliminación de los restos de 

sangre. A continuación se cierra la vía de la solución salina y se abre la de 

la fijadora, que en este caso es paraformaldehído al 4 % en tampón fosfato 

0,1 M pH 7,4, y se deja pasar durante aproximadamente 10 minutos. Para 

asegurarnos de que está bien perfundido se deja sumergido al ratón en la 

solución fijadora toda la noche a 4 ºC. 

 

3.2.11.2 Toma de muestras de los tejidos. 

Se extrae al ratón de la solución fijadora y se lava con PBS. 

Posteriormente se procede a cortar, con ayuda de unas tijeras y unas pinzas, 

fragmentos de los tejidos que se desean analizar, que en este caso son: 

intestino delgado, intestino grueso, hígado, riñón y pulmón. Finalmente se 

coloca cada fragmento en un cassette.  
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3.2.11.3 Inclusión de los tejidos en parafina. 

Se introducen los cassettes con las muestras en el procesador 

automático de parafina (Leica TP 1020) programado previamente para que 

transcurrido el tiempo idóneo cambien de solución. Programa a seguir: 1 

hora en EtOH a 50 %, 1 hora en EtOH a 70 %, 1 hora en EtOH a 80 %, 1 

hora en EtOH a 96 %, 1 hora en EtOH I a 100 %, 1 hora en EtOH II a 100 

%, 1 hora en EtOH III a 100 %, 1 hora en Xileno I, 1 hora en Xileno II, 2 

horas en Parafina I y para finalizar otras 2 horas en Parafina II. 

 

Terminado el ciclo, se cogen los cassettes y se realizan los bloques de 

parafina correspondientes. Para ello se utiliza el dispensador de parafina 

(Oxford Trade), con el cual se rellena un molde y se coloca una de las 

piezas tratadas en la orientación deseada. Seguidamente se deposita en la 

zona fría para que solidifique, situando la base del cassette como futuro 

soporte del bloque, donde inicialmente se procedió a deshidratar e incluir la 

muestra en parafina. El bloque se desmolda y se guarda hasta la realización 

de los cortes para su posterior tinción. 

 

3.2.11.4 Realización de cortes de tejido. 

Los cortes se obtuvieron como se indica a continuación: se talla el 

bloque parafina con una cuchilla, se le da forma de trapecio, quedando 

nuestra muestra en el centro y se procede a realizar los cortes con el 

microtomo. Una vez puesta una cuchilla y colocada en su soporte la pieza, 

se alinean una respecto a la otra y se comienza a devastar el bloque, hasta 

que salen las primeras piezas. Obtenida la zona que se quiere analizar, se 

disminuye el grosor de corte (5-10 μm). Con un pincel y unas pinzas se 
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sujeta la tira de cortes consecutivos de interés, realizada con el microtomo 

(aproximadamente se consigue que cada tira presente 4 cortes). Se dejan 

los cortes durante 1 minuto en EtOH al 30 %. A continuación se pasan a un 

baño de agua con gelatina al 0,1 %. En este punto se tendrán los cortes 

flotando estirados en el agua con gelatina, por lo que pueden recogerse con 

el portaobjetos directamente. Para concluir se dejan secar en los 

portaobjetos, y se sitúan en los soportes respectivos para realizar la tinción. 

 

3.2.11.5 Tinción con hematoxilina/eosina. 

A la hora de la tinción se dispone de múltiples recipientes con las 

diferentes soluciones por las que pasamos los portaobjetos para la tinción 

final de los cortes. A continuación se procede como sigue:  

 

Se desparafina durante 3 minutos en Xileno I, 3 minutos en Xileno II y 

3 minutos en Xileno III. Después se prosigue hidratando los cortes durante 

2 minutos en EtOH a 100 % I, 2 minutos en EtOH a 100 % II, 2 minutos en 

EtOH a 96 %, 2 minutos en EtOH a 80 %, 2 minutos en EtOH a 70 %, 2 

minutos en EtOH a 50 %, 2 minutos en H20d, se tiñe 2 minutos en 

hematoxilina, 30 minutos en agua corriente, y se vuelve a teñir 1 minuto en 

eosina. Se realiza un breve lavado en H20d y se vuelve a deshidratar 

durante 3 minutos con EtOH 70 %, 3 minutos en EtOH 80 %, 3 minutos en 

EtOH 96 % I, 3 minutos en EtOH 96 % II, 3 minutos en EtOH 100 % I y 3 

minutos en EtOH 100 % II. Se aclaran los portaobjetos con Xileno I 

durante 5 minutos, con Xileno II otros 5 minutos y por último con Xileno 

III otros 5 minutos. Finalmente, se montan con Entellán (medio de montaje 

rápido para microscopía, de MERK). Se aplican unas gotitas de este 
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producto sobre los mismos y se colocan encima el cubreobjetos. Una vez 

seco, está listo para observarse al microscopio. 

 

3.2.11.6 Visualización al microscopio óptico. 

Con la ayuda del Dr. Gayoso (Dpto. Biología Celular, Histología y 

Farmacología, Universidad de Valladolid) se observaron las diferentes 

muestras ya cortadas y teñidas mediante un microscopio óptico Axiophot 

Cam HRc Zeiss, conectado a un ordenador Acer Aspire AMD 64. Se 

realizaron fotos de los cortes a 10, 20 y 40 aumentos.  

 

 

3.2.12 Digestibilidad de la nigrina b. 

 

El estudio de la degradación in vitro de la nigrina b requiere una 

comparativa entre la nigrina b, obtenida de la corteza, y la nigrina f, 

obtenida de frutos. Frente a estos dos estudios comparativos incluimos un 

tercero que implica la degradación de un producto de venta para el 

consumo humano, como es un jarabe comercial de saúco.  

 

3.2.12.1 Digestibilidad in vitro de la nigrina b. 

Para llevar a cabo la digestión in vitro de la nigrina b se realizaron dos 

digestiones enzimáticas diferentes, una con pepsina y otra con pancreatina. 

Los protocolos seguidos para este fin, aunque con ligeras modificaciones, 

fueron los descritos por Koppelman y cols. (2010) y Fu y cols.(2002), 

respectivamente. Las proteasas se disolvieron justo antes de su uso para 

evitar una pérdida de actividad por autodigestión. 
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Primero se realizó una digestión enzimática con pepsina simulando el 

contenido gástrico. Para ello, se incubó durante 1 hora a 37 ºC 60 μg de 

nigrina b en SGF (Simulated Gastric Fluid) compuesto por: 0,063 N HCl, 

30 mM NaCl ajustado a un pH de 1,2 y 300 μg de pepsina, disuelta 

inmediatamente antes de la incubación. La reacción se detuvo añadiendo 27 

μl de NaHCO3 200 mM. 

 

La segunda digestión que se realizó con pancreatina simula el contenido 

intestinal. Para ello, se incubó durante 1 hora a 37 ºC 60 μg de nigrina b en 

SIF (Simulated Intestinal Fluid) compuesto por: 0,05 M KH2PO4  ajustado 

a un pH de 7,5. Al igual que en el caso anterior, se disuelven 780 μg de 

pancreatina justo antes de su utilización. Se detuvo la reacción hirviendo la 

mezcla durante 10 minutos. 

 

La tercera digestión se asemeja a la primera (digestión con pepsina), 

pero sufriendo un tratamiento anterior a la digestión, es decir, la 

desnaturalización previa de la nigrina b. A través de un tratamiento térmico 

(10 minutos en ebullición) se desnaturalizó la nigrina b y a continuación se 

procedió a la digestión de la proteína con pepsina siguiendo las 

indicaciones de la primera digestión efectuada. 

 

Todas estas digestiones se analizaron mediante una electroforesis en gel 

de poliacrilamida en presencia de SDS (apartado 3.2.5), pudiendo 

observarse, tras el teñido y desteñido correspondiente del gel 

electroforético, la degradación de la proteína. Siempre como control 

positivo de la degradación se incluyó 50 μg de BSA.  
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3.2.12.2 Digestibilidad in vitro de la nigrina f. 

Se partió de una mezcla de nigrina f y SNA IV. Se realizaron dos 

digestiones con 60 μg cada una. Una primera sin desnaturalizar las 

proteínas y la segunda desnaturalizando mediante tratamiento térmico (10 

minutos en ebullición). Para su digestión se incubó la nigrina f y la SNA IV 

durante una hora a 37 ºC en SGF y se detuvo la reacción con 27 μl de 

NaHCO3 200 mM. Finalmente se determinó la degradación de las proteínas 

por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida siguiendo las indicaciones 

del apartado 3.2.5. 

 

3.2.12.3 Digestibilidad de las proteínas de un jarabe comercial de 

saúco. 

Antes de realizar la digestión enzimática in vitro, se analizó una muestra 

de jarabe mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia 

de SDS (apartado 3.2.5), para ver la concentración de proteína que 

presentaba. Al no apreciarse una gran cantidad de proteína se decidió 

precipitarla. Para ello se partió de una alícuota de 1 ml del jarabe, y se 

precipitó la proteína con TCA al 5 %, se hirvió durante 10 min. y se 

centrifugó 1 min. a 10.000 rpm. Se finalizó la preparación de la muestra 

resuspendiendo el pellet en 100 μl de tampón de electroforesis, compuesto 

por Tris-HCl 25 mM (pH 8,3), glicina 192 mM y SDS 0,1 % (p/v). Se 

compararon los resultados de la muestra digerida mediante un análisis con 

electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS, previa a la 

digestión, en condiciones tanto reductoras como no reductoras.  
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La digestión enzimática de 20 μl del jarabe precipitado con TCA se 

realizó con 300 μg de pepsina disuelta en SGF. Se incubó 1 hora a 37 ºC y 

se detuvo la digestión con 10 μl de 200 mM NaHCO3, según se indica en el 

apartado 3.2.12.1. A continuación se analizó la muestra por electroforesis 

de poliacrilamida en presencia de SDS (apartado 3.2.5). Por otro lado, se 

desnaturalizó durante 10 minutos en ebullición otra alícuota de 20 μl del 

jarabe precipitado y seguidamente se procedió a su digestión siguiendo las 

indicaciones del párrafo anterior. Se analizó la muestra nuevamente con 

una electroforesis de poliacrilamida en presencia de SDS (apartado 3.2.5). 

 

 

3.2.13 Obtención de anticuerpos policlonales. 

 

3.2.13.1 Por inyección del antígeno en el ganglio poplíteo. 

Este procedimiento se llevó a cabo con la inestimable ayuda del 

veterinario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid. Se 

procedió según se indica a continuación: 

 

Para la inmunización del conejo, el primer día se inyectan 200 µl de 

azul de Evans al 1 %, disuelto en tampón PBS (fosfato monosódico 5 mM 

y cloruro sódico 0,14 M) entre los dedos meñique y anular de una de las 

patas traseras. A las 24 horas se anestesia el conejo según las indicaciones 

del apartado 3.2.8.2. A través de la palpación se localiza el ganglio poplíteo 

y se realiza un pequeño corte dejándolo a la vista (color azulado, debido a 

la inyección de azul de Evans del día anterior). Dentro del ganglio se 

inyectan 100 µl de una solución de 100 µg de nigrina b en fosfato 

monosódico 5 mM (pH 7,5), cloruro sódico 0,14 M y 50 % de adyuvante 
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de Freund Completo. A continuación se cose la herida y transcurridas 

cuatro semanas se le inyecta subcutáneamente en el lomo una solución de 

100 µg de nigrina b en fosfato monosódico 5 mM (pH 7,5), cloruro sódico 

0,14 M, pero con adyuvante de Freund Incompleto. A los quince días se 

extrae la sangre por la vena de la oreja, recogiéndose en un vaso de 

precipitados aproximadamente 200 ml. En el caso de que se dificulte la 

extracción de la sangre se procede a la punción cardiaca.  

 

Se incuba la sangre obtenida durante 1 hora a 37 ºC. Posteriormente se 

deja a 4 ºC durante 20 horas para que el coagulo se contraiga. Se decanta el 

suero resultante y se centrifuga a 4.000 rpm durante 20 minutos a 4 ºC con 

un rotor basculante RT 142 (Digiten-R Orto Alresa). Se recoge el 

sobrenadante filtrándolo a través de una gasa, desechando el coágulo 

contraído. Seguidamente se reparte en alícuotas y se almacena a -20 ºC 

hasta la purificación de los anticuerpos. 

 

3.2.13.2 Purificación de anticuerpos policlonales de suero de conejo. 

La purificación se llevó a cabo según describieron Harlow y Lane 

(1988), mediante cromatografía de afinidad a través de una columna de 5 

ml de proteína A-Sepharose (HiTrap Protein A HP, GE Healthcare), que 

liga específicamente la fracción constante de las Ig G. Una alícuota (1 ml) 

obtenida anteriormente (apartado 3.2.13.1) se ajustó a pH 8, con 1/10 del 

volumen de Tris-HCl 1 M (pH 8). Se aplicó a la columna de proteína A-

Sepharose previamente equilibrada con 10 volúmenes de Tris-HCl 100 mM 

(pH 8). La fracción no retenida se desechó y la columna se lavó con 

aproximadamente 10 volúmenes de Tris-HCl 100 mM (pH 8) y otros 10 

volúmenes de Tris-HCl 10 mM (pH 8).  
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La elución de anticuerpos retenidos se llevó a cabo con glicina 100 mM 

(pH 3). Se recogieron fracciones de 500 µl sobre 50 µl de 1 M de Tris-HCl 

(pH 8) con objeto de neutralizar el pH. Se juntaron las fracciones que 

contenían los anticuerpos midiendo la absorbancia a 280 nm y se calculó la 

concentración de proteínas considerando que una unidad de absorbancia a 

280 nm equivale a 0,8 mg/ml. El anticuerpo se almacenó a una 

concentración final de 1 mg/ml en glicerol al 50 % (v/v) y ázida sódica al 1 

% a -20 ºC. 

 

 

3.2.14 Electrotransferencia de proteínas a membranas “Western blot”. 

 

Para evaluar el rendimiento de nuestro anticuerpo primario se llevó a 

cabo un “Western blot”. Para ello se fijó la nigrina b (control positivo) a 

una membrana. A continuación se incubó con diferentes diluciones de 

nuestro anticuerpo primario, después se incubó con el anticuerpo 

secundario, se reveló y se eligió la dilución de anticuerpo con la señal más 

apropiada. 

 

Para llevar a cabo el procedimiento es necesario realizar una 

electroforesis en gel de poliacrilamida en SDS de la nigrina b, siguiendo las 

indicaciones del apartado 3.2.5, pero esta vez sin llegar a teñir el gel, para 

posteriormente transferir la proteína a una membrana PVDF de 0,45 μm de 

poro (Inmobilon-P de Millipore). Previamente se trató la membrana cortada 

a medida del gel con metanol al 100 % durante 15 segundos y con agua 

Elix durante 2 minutos. Finalmente se equilibró la membrana con el 

tampón de transferencia (125 mM Tris, 192 mM Glicina y SDS al 0,1 %). 
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A la vez se prepararon 6 papeles Whatman nº 3 del tamaño del gel (9,5 cm 

x 8 cm) humedeciéndolos en el mismo tampón de transferencia. 

 

El módulo en el que se realizó la transferencia se preparó colocando 

sobre el cátodo, y en el siguiente orden, una esponja, 3 papeles Whatman, 

el gel, la membrana, otros 3 papeles Whatman y por último dos esponjas, 

según el protocolo descrito por la casa comercial Amersham Biosciences. 

Una vez montado, se rellenó con el tampón de transferencia y se colocó en 

la cubeta, que contenía agua Elix a 4 ºC. Se conectaron los electrodos a la 

fuente de alimentación y se programó durante 1 hora a 25 V con una 

intensidad de 300 mA. 

 

 

3.2.15 Inmunodetección de proteínas. 

 

La detección de la proteína en la membrana se realizó mediante 

inmunodetección, como sigue: se bloquea la membrana en TBS (Tris-HCl 

20 mM (pH 7,4), NaCl 0,9 % (p/v)), con BSA al 2 % a 4 ºC durante toda la 

noche y se lava 3 veces con TBS durante 5 minutos con agitación. A 

continuación se incuban porciones regulares de la membrana, cada una de 

ellas con una de las diferentes diluciones del anticuerpo primario 

antinigrina b (1/500, 1/1.000, 1/2.000), diluido en TBS con BSA al 0,1 % 

(p/v), durante 2 horas a temperatura ambiente sin agitación. Se vuelve a 

lavar la membrana siguiendo las pautas anteriores y se incuba durante 1 

hora con el anticuerpo secundario comercial (anticuerpo de cabra frente a 

anticuerpo de conejo marcado con fosfatasa alcalina de Sigma-Aldrich) 

diluído 1/7.000 en TBS con BSA 1 % (p/v). Se vuelve a lavar la membrana 
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otras tres veces durante 5 minutos y se revela la señal de los anticuerpos 

mediante la incubación de unos minutos con NBT 0,375 % (v/v) (disuelto a 

77 mg/ml en dimetilformamida) y 0,5 % (v/v) de X-fosfato (disuelto 50 

mg/ml en dimetilformamida) en Tris-HCl 0,1 M pH 9,5, conteniendo 

cloruro magnésico 0,05 M y cloruro sódico 0,1 M. Ambos sustratos se 

preparan inmediatamente antes de su uso. Tras 5 minutos 

aproximadamente, se desarrolla totalmente el color. Se detiene la reacción 

lavando con agua, se deja secar la membrana y se observan los resultados. 

 

 

3.2.16 Farmacocinética de la nigrina en suero. 

 

Se inyectaron 10 mg/kg de nigrina b a tres ratones. Transcurridas 1, 3 y 

7 horas, se sacrifica el animal correspondiente para la mayor cantidad de 

sangre posible, por punción cardiaca, según se indica en el apartado 

3.2.8.3.1. La sangre se procesa mediante una centrifugación a 10.000 rpm 

durante 2 minutos. El suero resultante se divide en alícuotas y se congela a 

-20 ºC hasta su posterior análisis. 

 

La detección de la presencia de nigrina b en la sangre se llevó a cabo a 

través de un “Western blot” de los sueros procesados, siguiendo las 

indicaciones del apartado 3.2.14, utilizando una dilución de anticuerpo 

primario de 1/1.000. 
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3.2.17 Análisis estadístico. 

 

Los datos se expresan como medias +/- SEM (error estándar de la 

media) de ratones/experimento. Los valores fueron analizados mediante el 

test ANOVA para comparar diferencias entre grupos, y la prueba t-student 

para comparar las medias entre dos muestras. P-valor por debajo de 0,05, 

indica una diferencia estadísticamente significativa entre las dos muestras 

con una confianza del 95%. Ambos análisis se realizaron con el programa 

STATGRAPHICS Centurion XVI.I. 
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4.1 Aislamiento de nigrina b de corteza de S. nigra. 

 

4.1.1 Obtención de nigrina b. 

 

El procedimiento clásico de preparación de nigrina b a partir de corteza 

de Sambucus nigra L. (Girbés y cols., 1993b) consiste en la obtención de la 

corteza secundaria de las ramas en fresco y obtención de los extractos 

proteicos que, previa clarificación por centrifugación, se someten a la 

cromatografía de afinidad descrita en el apartado 3.2.3.5. Este 

procedimiento aunque rinde proteína con gran actividad biológica, presenta 

un rendimiento relativamente bajo: 86 µg/ml por gramo de corteza húmeda. 

Por ello, uno de los objetivos del presente trabajo fue determinar si la 

utilización de corteza desecada a temperatura ambiente no superior a los 25 

ºC, y con buena aireación, podría utilizarse como fuente de partida de 

nigrina b. Esto es, si el proceso de deshidratación pudiera afectar a la 

actividad biológica de las proteínas fijadoras de D-galactosa, nigrina b, 

SNA I y SNA II. El secado a temperatura ambiente con aireación permite 

reducir el 68 % del peso de la corteza secundaria húmeda. 

 

En la preparación de nigrina b a partir de corteza húmeda se trocea y se 

tritura con mortero. Dada la dureza de la corteza y su carácter celulósico 

rígido permite una extracción menor que en el procedimiento de obtención 

a partir de corteza seca, que se tritura en molinillo y por ello, ofrece una 

superficie mucho mayor al tampón acuoso. Los resultados se presentan en 

la figura R1, y como puede observarse, el procedimiento a partir de corteza 

seca rinde 2-2,5 veces más proteínas fijadoras de D-galactosa que a partir 

de corteza húmeda. Esto supone un rendimiento mayor a partir de corteza 
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seca, porque la cantidad final es superior a la que correspondería por la 

simple reducción de agua. Por lo tanto, se utilizó la corteza seca para la 

obtención de nigrina b mediante el procedimiento de afinidad. 

 

Estudios recientes (Ferreras y cols., 2011) indican que la expresión de 

las lectinas de la corteza de Sambucus nigra está sometida a un fino control 

estacional esencialmente ligado a la temperatura media y que determina no 

sólo la cantidad total de lectina, sino también la proporción relativa de las 

tres lectinas SNA I, nigrina y SNA II. Por ello, se procedió al aislamiento y 

comparación de la nigrina b obtenida a partir de corteza de primavera y 

verano.  

 

Como se indica en la figura R2, la corteza de primavera aislada a 

mediados de marzo rindió una colección de lectinas que se parece más al 

patrón obtenido en invierno que al obtenido en primavera (Ferreras y cols., 

2011). Ello no es de extrañar, teniendo en cuenta las bajas temperaturas 

experimentadas en esa época.  

 

En la figura R3 se muestran los perfiles cromatográficos 

correspondientes al aislamiento de las lectinas a partir de corteza de 

mediados del mes de julio. En este caso, el perfil de las lectinas es el que 

corresponde con el perfil de verano. En consecuencia, para la obtención de 

nigrina b se utilizó corteza seca obtenida en julio, a pesar de que la cantidad 

total de lectina fue ligeramente inferior a la obtenida en abril.  
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Fig. R1. Cromatografía de afinidad en AT-Sepharose 6B. Para ambos experimentos 

se utiliza la misma corteza recogida en abril. A: Se procesaron 107 gr de corteza 

secundaria fresca y se obtuvieron 0,902 mg/ml de proteínas (9,17 mg en total); B: Se 

procesaron 106, 93 gr de corteza secundaria verde secada a temperatura ambiente, 

resultando 34,76 gr de corteza seca. Se recogieron 7,97 mg/ml de proteínas (59,76 mg 

totales). La flecha indica la adición de lactosa. 
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Fig. R2. A: Cromatografía de afinidad en AT-Sepharose 6B. El extracto 

correspondiente a la corteza recogida a mediados de marzo se sometió a cromatografía 

de afinidad en AT-Sepharose 6B como se indica en el apartado 3.2.3.5. Se recogió el 

volumen indicado por el área rallada. La flecha indica la adición de lactosa; B: 

Cromatografía de intercambio iónico en Superdex 75. Las proteínas procedentes de 

la cromatografía de afinidad se concentraron y se sometieron a una cromatografía de 

exclusión molecular en Superdex 75, como se indica en el apartado 3.2.3.6. Se 

recogieron los picos correspondientes a cada proteína: SNA I (10 a 12), nigrina b (14 y 

15) y SNA II (17 a 22) como indica el área rallada, obteniendo 0,73 mg/ml de SNA I 

(2,293 mg totales), 2,62 mg/ml de nigrina b (6,03 mg en total) y 5,06 mg/ml de SNA II 

(30,37 mg totales).  
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Fig. R3. A: Cromatografía de afinidad en AT-Sepharose 6B. El extracto proteico 

correspondiente a la corteza recogida a mediados de julio se sometió a cromatografía de 

afinidad en AT-Sepharose 6B como se indica en el apartado 3.2.3.5. Se recogieron las 

fracciones correspondientes al pico de afinidad (fracciones de la 15 a la 20). La flecha 

indica la adición de lactosa; B: Cromatografía de intercambio iónico en Superdex 

75. Las proteínas procedentes de la cromatografía de afinidad se concentraron y se 

sometieron a una cromatografía de exclusión molecular Superdex 75, como se indica en 

el apartado 3.2.3.6. Se recogieron los picos correspondientes a cada proteína; SNA I (10 

a 12), nigrina b (14 a 17) y SNA II (19 a 23), que corresponde con el área rallada. Se 

obtuvo 1,84 mg/ml de SNA I (3,31 mg de proteína total), 2,73 mg/ml de nigrina b (5,46 

mg en total) y 3,26 mg/ml de SNA II (6,53 mg totales). 
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4.1.2 Caracterización químico-física y funcional de las lectinas de 

corteza de S. nigra. 
 

En la figura R4 se presentan las electroforesis en gel de poliacrilamida 

en presencia de SDS de las preparaciones de lectinas de las dos figuras 

anteriores. En el panel A se presentan los resultados obtenidos en ausencia 

y presencia de 2-mercaptoetanol; mientras que SNA I y nigrina b aparecen 

como proteínas homogéneas (nigrina b con una pequeña contaminación de 

SNA II). La SNA II presenta heterogeneidad, debida, muy probablemente, 

a distintos niveles de glucosilación de la cadena polipeptídica y 

posiblemente el plegamiento dependiente de puentes disulfuro 

intracatenarios, condicionamiento que desaparece en presencia de 2-

mercaptoetanol. Este efecto de los puentes disulfuro intracatenarios se 

aprecia mejor en un gel de mayor porosidad que permite una mayor 

penetración de la proteína plegada. De hecho, en la figura R4B en ausencia 

de reductor, el plegamiento permite la separación de al menos 4 especies de 

lectina, mientras que en presencia del mismo, es decir, con los puentes 

disulfuros reducidos, se reduce solamente a una, que además al estar más 

desplegada corre menos que las formas más compactas en ausencia de 

reductor.  

 

Para caracterizar funcionalmente las tres lectinas, SNA I, nigrina b y 

SNA II, se procedió al análisis de la capacidad hemoaglutinante. Como se 

muestra en la figura R5 la hemoaglutinación total se obtuvo a las 

concentraciones de 18,9, de 0,4 y de 76 μg/ml de nigrina b, SNA I y SNA 

II. Para determinar con mayor precisión los valores de SNA I se realizó 

otro experimento a mayor dilución, dando un resultado similar. Resultados 

recientes (Citores y cols., 2008) indican que la interacción de las lectinas de 
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hojas de Sambucus ebulus con una matriz densa de D-galactosa (Sepharose 

6B tratada con ácido) es mayor entre 2-4 ºC que a temperatura ambiente. 

Por ello, se probó si esta dependencia era efectiva también en la 

hemoaglutinación. Y como se observa en la figura R6 la hemoaglutinación 

era ligeramente superior en los tres casos. La hemoaglutinación de las 

lectinas obtenidas a partir de la corteza de julio, figuras R7 y R8, dieron 

resultados muy similares a los obtenidos con las letinas obtenidas en abril. 

 

 

A 

 
 
Fig. R4. A: Análisis electroforético en gel de poliacrilamida al 15 % en presencia 

de SDS de SNA I, Ng b y SNA II. La electroforesis de las proteínas presentes en la 

corteza de Sambucus nigra L. que se muestra en la figura se llevo a cabo en presencia y 

ausencia de 2-mercaptoetanol con 60 µg de proteína por calle. La visualización de 

proteínas se realizó por teñido con una solución de Azul de Coomassie, detallado en el 

apartado 3.2.5. Como marcador molecular se utilizó BSA (66 KDa), ovoalbúmina (45 

KDa) e inhibidor de tripsina de soja (20 KDa);  
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B 

 
 

 

Fig. R4. B: Análisis electroforético en gel de poliacrilamida al 10 % en presencia 

de SDS de SNA I, Ng b y SNA II. Realizado en las mismas condiciones que la figura 

R4A, con la diferencia de que se utilizó un gel del 10 %. 
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Fig. R5. Detección de la actividad hemoaglutinante en eritrocitos humanos O
+ 

a 

temperatura ambiente. La hemoaglutinación se realizó según se describe en el 

apartado 3.2.6 de una extracción realizada con corteza de abril. Las cifras indicadas 

representan la concentración de proteínas en mg/ml. El control sin proteína se indica 

con 0,000. Las flechas indican hemoaglutinación total. A: nigrina b; B: SNA I; C: SNA 

II 
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Fig. R6. Detección de la actividad hemoaglutinante en eritrocitos humanos O
+ 

a 4 

ºC. La hemoaglutinación se realizó según se describe en el apartado 3.2.6 de una 

extracción realizada con corteza de abril. Las cifras indicadas representan la 

concentración de proteínas en mg/ml. El control sin proteína se indica con 0,000. Las 

flechas indican hemoaglutinación total. A: nigrina b; B: SNA I; C: SNA II 
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Fig. R7. Detección de la actividad hemoaglutinante en eritrocitos humanos O
+ 

a 

temperatura ambiente. La hemoaglutinación se realizó según se describe en el 

apartado 3.2.6 de una realizada con corteza de julio. Las cifras indicadas representan la 

concentración de proteínas en mg/ml. El control sin proteína se indica con 0,000. Las 

flechas indican hemoaglutinación total. A: nigrina b; B: SNA I; C: SNA II 
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Fig. R8. Detección de la actividad hemoaglutinante en eritrocitos humanos O
+ 

a 4 

ºC. La hemoaglutinación se realizó según se describe en el apartado 3.2.6 de una 

realizada con corteza de julio. Las cifras indicadas representan la concentración de 

proteínas en mg/ml. El control sin proteína se indica con 0,000. Las flechas indican 

hemoaglutinación total. A: nigrina b; B: SNA I; C: SNA II 
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4.1.3 Sensibilidad de las lectinas de corteza de S. nigra a pepsina ácida. 

 

Como se ha indicado en la introducción, el alérgeno Sam n1 comparte 

secuencias parciales con nigrina b y otras lectinas de Sambucus nigra 

(Förster-Waldl y cols., 2003). Dado que estas proteínas pudieran presentar 

alergenicidad y por tanto, pudieran ser alérgenos alimentarios presentes en 

las distintas preparaciones de Sambucus nigra, se estudió su estabilidad en 

un fluido gástrico simulado, constituido por pepsina en medio clorhídrico y 

cloruro sódico. Como se indica en la figura R9A, las tres lectinas, nigrina b, 

SNA I y SNA II, son resistentes a la degradación enzimática en tiempo 

equivalente a la digestión biológica. Algunos procedimientos empleados en 

las preparaciones de saúco requieren tratamientos térmicos prolongados, a 

efectos de reducir su actividad tóxica o potencial (Font-Quer, 1988), por 

ello, procedimos a investigar el efecto del tratamiento térmico de estas 

lectinas sobre su estabilidad frente a pepsina en medio ácido. Como indica 

la figura R9B, la ebullición durante 10 minutos de las muestras de las tres 

lectinas, las convierte completamente en susceptibles a la degradación por 

pepsina ácida. Estos resultados están de acuerdo con hipótesis formuladas 

previamente para otras proteínas potencialmente tóxicas presentes en los 

vegetales utilizados como alimentos (Wu y Sun, 2012).  
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A 

 
B 

 
  

Fig. R9. Sensibilidad de las lectinas de corteza de S. nigra a pepsina. Electroforesis 

en geles de poliacrilamida al 15 % en presencia de SDS y en condiciones no reductoras 
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de las proteínas (nigrina b, SNA I y SNA II, todas a 60 µg por pocillo) sin tratar (panel 

A) o tratadas previamente con calor (panel B). A: Electroforesis de muestras incubadas 

durante 1 hora a 37 ºC con pepsina. En las calles 1 y 10 se encuentran los marcadores 

moleculares: BSA (66 KDa), ovoalbúmina (45 KDa), inhibidor de tripsina (20 KDa) y 

α-lactoalbúmina (14,2 KDa). Las calles 2-5 corresponden a proteínas no tratadas con 

pepsina, y las 3 siguientes a las proteínas tratadas con pepsina ácida. En la calle 9 

incluimos una mezcla de todas las proteínas; B: Electroforesis de muestras 

desnaturalizadas por tratamiento térmico (10 min en ebullición) y a continuación 

incubadas durante 1 hora a 37ºC con pepsina. Las calles 1-5 corresponden a proteínas 

no tratadas con pepsina, y las 3 siguientes a las proteínas tratadas con pepsina ácida. 

Como control positivo de esta digestión tenemos, en la calle 9, BSA y pepsina, y en la 

calle 10 contamos con una mezcla de todas las proteínas. 

 

 

4.1.4 Sensibilidad de las lectinas de corteza de S. nigra a pancreatina. 

 

Se estudió también la estabilidad de las tres lectinas del Sambucus 

nigra frente a pancreatina. Ésta contiene una mezcla de numerosas 

enzimas, en las que se incluyen amilasa, tripsina, lipasa, ribonucleasa y 

proteasa. La N.F. (National Formulary) y la U.S.P. (United States 

Pharmacopeia) de los Estados Unidos especifican, únicamente, amilasa, 

proteasa y lipasa. El preparado simula la acción de las enzimas pancreáticas 

en el duodeno. Como puede observarse en la figura R10, la pancreatina 

degrada parcialmente la nigrina b y prácticamente de forma total la SNA II. 

La degradación con pancreatina es posible que genere fragmentos de 

proteína que den lugar a precipitados difíciles de resuspender. 
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Fig. R10. Sensibilidad de las lectinas de corteza de Sambucus nigra a pancreatina. 

Análisis electroforético en gel de poliacrilamida al 15 % en presencia de SDS en 

condiciones no reductoras de las proteínas nigrina b, SNA I y SNA II (60 µg por 

pocillo) tras su tratamiento con pancreatina. Incubación durante 1 hora con pancreatina. 

Como marcador positivo de la digestión se incluyen 50 µg por pocillo BSA. 
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4.1.5 Extracción de las lectinas de los frutos de S. nigra. 

 

Se utilizaron frutos verdes con la finalidad de poder obtener también 

nigrina f junto con la lectina SNA IV. La mayor parte de lectina obtenida 

por el proceso de cromatografía de afinidad corresponde a SNA IV (figura 

R11A). Como el objetivo era estudiar la sensibilidad de estas lectinas a la 

pepsina se obtuvo sólo la fracción proteica retenida por afinidad, que se 

sometió a electroforesis de gel de poliacrilamida en presencia de SDS y en 

condiciones reductoras y no reductoras, cuyo resultado se indica en la 

figura R11B. Dada la gran concentración de proteína que se manejó, 

apareció un precipitado cuyo análisis reveló la presencia de nigrina f y 

SNA IV. La proteína no precipitada, en cambio, no poseía nigrina f. Este 

material precipitado se utilizó para estudiar la sensibilidad de ambas 

lectinas a pepsina ácida. 

 

 

Fig. R11. Aislamiento de nigrina f de frutos verdes de Sambucus nigra L. A: 

Cromatografía de afinidad en AT-Sepharose 6B. El extracto proteico de frutos 

(recogidos a mediados de agosto) se eluyó con lactosa 0,2 M según se indica en el 

apartado 3.2.3.5. Se recogió la fracción proteica correspondiente al área rallada que va 

desde la fracción 13 hasta la 22. Se obtuvieron 37,92 mg de proteína total, con una 

concentración de 4,01 mg/ml. La flecha indica la adición de lactosa. 
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B 

 

 

Fig. R11. Aislamiento de nigrina f de frutos verdes de Sambucus nigra L. B: 

Análisis electroforético de las fracciones anteriores (nigrina f y SNAIV) en gel de 

poliacrilamida al 10 % en presencia de SDS en condiciones tanto no reductoras (calles 2 

y 3) como reductoras (calles 5 y 6). En las calles 1 y 6 se utilizó un marcador molecular 

con BSA (66 KDa), ovoalbúmina (45 KDa), inhibidor de tripsina (20 KDa) y α-

lactoalbúmina (14,2 KDa). La calle marcada con * corresponde a una muestra 

precipitada del extracto proteico. 

 

 

  

* 
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4.1.6 Sensibilidad de las lectinas de frutos de S. nigra a pepsina ácida. 

 

Se estudió también la sensibilidad de las lectinas de frutos de Sambucus 

nigra a la pepsina en medio ácido, y como se observa en la figura R12A, 

ambas proteínas son resistentes a la pepsina. Como muestra la figura R12B, 

la ebullición de estas lectinas las convierte completamente susceptibles a la 

pepsina, al igual que ocurre con las proteínas de corteza. 

 
 

Fig. R12. Análisis de la sensibilidad de las lectinas de frutos de Sambucus nigra a 

pepsina ácida. Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida al 15 % en 

presencia de SDS y en condiciones no reductoras de las proteínas (nigrina f y SNA IV, 

nigrina b y SNA II, a 60 µg por pocillo) previamente tratadas. Las primeras 5 calles 

corresponden a proteínas utilizadas como control negativo del tratamiento y las 3 

siguientes a las proteínas del estudio tratadas con pepsina ácida. Como control positivo 

de esta digestión tenemos, en la calle 9, BSA y pepsina, y en la calle 10 contamos con 

un control de peso molecular: BSA (66 KDa), ovoalbúmina (45 KDa), inhibidor de 

tripsina (20 KDa) y α-lactoalbúmina (14,2 KDa). A: electroforesis de muestras 

incubadas durante 1 hora a 37 ºC. 

  

A 
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Fig. R12. Análisis de la sensibilidad de las lectinas de frutos de Sambucus nigra a 

pepsina ácida. Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida al 15 % en 

presencia de SDS y en condiciones no reductoras de las proteínas (nigrina f y SNA IV, 

nigrina b y SNA II, a 60 µg por pocillo) previamente tratadas. Las primeras 5 calles 

corresponden a proteínas utilizadas como control negativo del tratamiento y las 3 

siguientes a las proteínas del estudio tratadas con pepsina ácida. Como control positivo 

de esta digestión tenemos, en la calle 9, BSA y pepsina, y en la calle 10 contamos con 

un control de peso molecular: BSA (66 KDa), ovoalbúmina (45 KDa), inhibidor de 

tripsina (20 KDa) y α-lactoalbúmina (14,2 KDa). B: electroforesis de muestras 

desnaturalizadas (10 min en ebullición) y a continuación incubadas durante 1 hora a 

37ºC. 

  

B 
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4.1.7 Sensibilidad de las lectinas de jarabe de saúco a pepsina ácida. 

 

Existen en el mercado distintas preparaciones de saúco, en forma de 

jarabes, comprimidos y en material para infusiones. En la mayoría de los 

casos se desconoce el procedimiento de preparación y la manipulación a las 

que han estado sometidas. Se estudió la presencia de proteínas de saúco en 

un jarabe comercial para determinar la posible presencia de lectinas y el 

posible tratamiento térmico al que pudiera haber estado sometido. Para 

ello, el jarabe se sometió a precipitado con ácido tricloroacético al 5 % en 

ebullición, con la finalidad de concentrar y precipitar las proteínas. Como 

se indica en la figura R13, el material precipitado a partir del jarabe se 

quedó en el pocillo del gel. El tratamiento con pepsina en las condiciones 

en las que se degrada el BSA no afectó sensiblemente a dicho material. Los 

resultados obtenidos indican claramente que dado que el jarabe posee 

dextrinas como excipiente, el tratamiento al que haya estado sometido muy 

probablemente provoca una reacción de polimerización, que rinde especies 

de alto peso molecular que además son resistentes a la acción de la pepsina, 

indicando que probablemente no tiene proteína y la tinción del gel se debe 

a tinción de las dextrinas. Queda por ver si este material puede presentar 

propiedades alergénicas similares a las presentadas por el alérgeno Sam n1 

presente en Sambucus nigra. 
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Fig. R13. Análisis de la sensibilidad de las lectinas de jarabe de saúco a pepsina 

ácida. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15 % en presencia de SDS y en 

condiciones reductoras del jarabe de saúco previamente precipitado con TCA 5 % en 

caliente, incubado durante 1 hora a 37 ºC. Las calles 2-4 corresponden a proteínas 

utilizadas como control negativo de la digestión y la 5 al jarabe tratado con pepsina 

ácida. Como control positivo de esta digestión tenemos, en la calle 6, BSA y pepsina. 

En las calles 1 y 7 contamos con controles de peso molecular: BSA (66 KDa), 

ovoalbúmina (45 KDa), inhibidor de tripsina (20 KDa) y α-lactoalbúmina (14,2 KDa). 
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4.1.8 Farmacocinética de nigrina b en sangre de ratones. 

 

Los experimentos con nigrina b realizados en este trabajo se han basado 

en la administración intraperitoneal de la lectina. Para que ésta tenga efecto 

debe difundirse, atravesar tejidos y alcanzar órganos o modificar procesos 

vitales. Se estudió la presencia de nigrina b en plasma después de 1, 3 y 7 

horas de la administración de 10 mg/kg de nigrina b por vía intraperitoneal, 

utilizando para ello el procedimiento de Western-blot e inmunodetección 

con anticuerpos policlonales de conejo antinigrina b. Los resultados, que no 

se incluyen en el presente trabajo, indican que a la concentración de nigrina 

b administrada por vía intraperitoneal la lectina es indetectable en plasma. 

No obstante, la nigrina b ejerce efectos específicos sobre el tubo digestivo 

como se verá más adelante, que a pesar de no ser letales, son importantes y 

conllevan una fuerte reducción del peso corporal, lo cual implica que de 

hecho la nigrina b por vía intraperitoneal alcanza las células del intestino. 

 

 

4.2 Estudios del modelo de nigrina b. 

 

4.2.1 Efectos de la nigrina b sobre la longitud de los intestinos.  

 

Los efectos subletales de la nigrina b son apreciables claramente en los 

intestinos, en particular en el intestino delgado. Como se indica en la figura 

R14A, 24 horas después de la administración de nigrina b hay una 

reducción en la longitud del intestino delgado del 25 % que se mantiene 

hasta las 72 horas y se recupera lentamente e incluso aumenta su longitud a 
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los 22 días. Una reducción ligeramente menor se observó también en el 

intestino grueso, con una recuperación similar (figura R14B). 

 

 

 

 
 

Fig. R14. Efectos de la nigrina b sobre la longitud de los intestinos a diferentes 

tiempos. Representación de la longitud del intestino de los diferentes grupos de ratones 

sacrificados a las 24, 48 y 72 horas, 8 y 22 días tras la inyección de 10 mg/kg de nigrina 

b por vía intraperitoneal. La población de cada grupo a estudiar fue de 7 ratones, salvo 

en el caso de los controles que fueron 11 y en el de 22 días que fueron 6 ratones. A: 

Intestino delgado (desde el píloro hasta la válvula ileocecal); B: Intestino grueso (desde 

la válvula ileocecal hasta el ano)  
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4.2.2 Efecto de la nigrina b sobre la actividad mieloperoxidasa en 

ratones. 

 

El incremento de la actividad mieloperoxidasa se asocia con la 

infiltración de neutrófilos y los procesos inflamatorios (Gonzalez-Rey y 

cols., 2006). Por ello, dado los efectos de nigrina b en el tubo digestivo, 

estudiamos dicha actividad enzimática tanto en intestino delgado como en 

el grueso. El intestino delgado se dividió en tres segmentos 

aproximadamente iguales y se estudió la actividad a los mismos periodos 

de tiempo que en el apartado anterior. Como se observa en la figura R15, se 

produce un notable aumento de la actividad enzimática a las 24 horas en los 

tres segmentos. A las 48 horas se produce mayor incremento en los 

segmentos 2 y 3, y a partir de entonces se produce una disminución general 

de la actividad sin llegar a alcanzarse el valor del control. Los efectos de 

nigrina b sobre el intestino grueso son también notables, pero en contraste, 

se produce una variación no constante, esto es, una disminución a las 24 

horas y a los 8 días y la recuperación a los 22 días. 
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Fig. R15. Efecto de la nigrina b sobre la actividad mieloperoxidasa en ratones. 

Representación de la actividad mieloperoxidasa, determinada por la absorbancia a 460 

nm, frente a cada grupo de ratones que fueron sacrificados a las 24, 48 y 72 horas, 8 y 

22 días tras la inyección de nigrina b 10 mg/kg. Para su estudio, el intestino delgado, se 

dividió en tres partes de tamaño similar A: Primer tramo del intestino delgado; B: 

Segundo tramo del intestino delgado; C: Tercer tramo del intestino delgado; D: 

Intestino grueso. 

 

Valores-p según estudio de la t-student: control vs.muestra.  

*** < 0,01; ** > 0,05; * 0,05 < 0,1. 
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4.3 Estudio de toxicidad. 

 

4.3.1 Toxicidad de nigrina b en ratones. 

 

Estudios anteriores indicaron que la administración intravenosa de 5 

mg/kg de nigrina b no mata a ningún ratón (Gayoso y cols., 2005). En este 

trabajo hemos encontrado que la dosis intraperitoneal equivalente es de 10 

mg/kg y, como se indica en la figura R16, ni provoca mortalidad ni 

variación significativa de peso a los 22 días de estudio. En contraste, y 

como muestra la figura R17, la administración por vía intraperitoneal de 16 

mg/kg mata todos los ratones entre los 4 y 10 días, con una reducción muy 

significativa y continua del peso corporal hasta su muerte, llegándose a 

alcanzar reducciones de peso de entre el 25 y 40 %. 

  



4. RESULTADOS.   127 

 

 

 

A 

 

B 

 
 

Fig. R16. Estudio del efecto de 10 mg/kg IP de nigrina b en ratones (n = 6). A: 

Supervivencia (%) frente a la duración del experimento en días; B: Evolución de cada 

uno de los ratones involucrados en el estudio mediante representación gráfica de su peso 

(%) frente al tiempo.  
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Fig. R17. Estudio del efecto de 16 mg/kg IP de nigrina b en ratones (n = 7). A: 

Supervivencia (%) frente a la duración del experimento en días; B: Evolución de cada 

uno de los ratones involucrados en el estudio mediante representación gráfica de su peso 

(%) frente al tiempo.  
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4.3.2 Toxicidad de Polyphenon E en ratones. 

 

Como ya hemos descrito en la introducción, el Polyphenon E es un 

concentrado de catequinas del té verde, que se utiliza en la terapia 

coadyuvante anticancerosa (Shimizu y cols., 2011) y como complemento 

antioxidante y antirradicalario (Hou y cols., 2005). Se ha demostrado que la 

administración oral de grandes cantidades de Polyphenon E tiene 

propiedades beneficiosas, no obstante, se han dado algunos casos de 

toxicidad fundamentalmente hepática, sobre todo a altas concentraciones 

(Schöntal, 2011). Dado el efecto proapoptótico de las catequinas del té 

verde, se consideró la posibilidad de que pudiese interactuar con la nigrina 

b en sus efectos de apoptosis intestinal (Gayoso y cols., 2005), para ello se 

procedió a determinar el efecto de la administración de Polyphenon E en 

ratones tratados y no tratados con nigrina b.  

 

Como se observa en la figura R18, la administración oral de 30 mg/kg 

de Polyphenon E no tuvo efecto sobre la supervivencia ni sobre el peso de 

los animales, al menos hasta los 14 días del estudio.  

 

Como muestra la figura R19, tampoco 120 mg/kg de Polyphenon E vía 

oral tuvieron efecto sobre la mortalidad y la variación de peso. En 

contraste, como se observa en la figura R20, la administración 

intraperitoneal de la misma cantidad de Polyphenon E produjo la muerte de 

aproximadamente el 50 % de los animales en 5 días, de los 14 de estudio. 
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Fig. R18. Estudio del efecto de 30 mg/kg O. de Polyphenon E en ratones (n = 7). A: 

Supervivencia (%) frente a la duración del experimento en días; B: Evolución de cada 

uno de los ratones involucrados en el estudio mediante representación gráfica de su peso 

(%) frente al tiempo.  
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Fig. R19. Estudio del efecto de 120 mg/kg O. de Polyphenon E en ratones (n = 6). 

A: Supervivencia (%) frente a la duración del experimento en días; B: Evolución de 

cada uno de los ratones involucrados en el estudio mediante representación gráfica de su 

peso (%) frente al tiempo. 
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Fig. R20. Estudio del efecto de 120 mg/kg IP de Polyphenon E (n = 7). A: 

Supervivencia (%) frente a la duración del experimento en días; B: Evolución de cada 

uno de los ratones involucrados en el estudio mediante representación gráfica de su peso 

(%) frente al tiempo. 
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La administración oral de Polyphenon E 120 mg/kg y de nigrina b 16 

mg/kg tampoco afectó a la mortalidad ni al peso con excepción de dos 

ratones cuya reducción tendió a normalizarse con el tiempo, como se indica 

en la Figura R21. 

 

La situación cambia radicalmente cuando se estudia el efecto del 

Polyphenon E en animales a los que se administró nigrina b 16 mg/kg 

intraperitoneal. Como puede observarse en la figura R22, el Polyphenon E 

aumenta dramáticamente la toxicidad de la nigrina b provocando la muerte 

de todos los animales entre 2 y 3 días, y una reducción de peso de hasta el 

25 % en tres días. 

 

Cuando el Polyphenon E se administró por vía oral, presentó también 

un fuerte efecto tóxico como se observa en la figura R23, en cuyo caso 

solamente sobrevivió un ratón, probablemente por deficiencia en la 

administración de nigrina b. 

 

Como se indica en la figura R24, la administración conjunta de 

Polyphenon E 30 mg/kg por vía oral y 16 mg/kg por vía intraperitoneal 

provoca también un efecto fuertemente tóxico que mata los ratones entre 3 

y 4 días, y produce reducciones de peso superiores al 40 %. 

 

Incluso la administración de 16 mg/kg de Polyphenon E por vía oral a 

ratones tratados con 16 mg/kg de nigrina b intraperitoneal (figura R25) 

mató a todos los animales entre 3 y 7 días con una reducción del peso 

cercana al 30 %. 
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Fig. R21. Estudio del efecto de 16 mg/kg O. de nigrina b más 120 mg/kg O. de 

Polyphenon E (n = 6). A: Supervivencia (%) frente a la duración del experimento en 

días, la línea de trazo discontinuo indica el efecto de nigrina b por vía intraperitoneal; B: 

Evolución de cada uno de los ratones involucrados en el estudio mediante 

representación gráfica de su peso (%) frente al tiempo.  
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Fig. R22. Estudio del efecto de 16 mg/kg IP de nigrina b más 120 mg/kg IP de 

Polyphenon E en ratones (n = 7). A: Supervivencia (%) frente a la duración del 

experimento en días, la línea de trazo discontinuo indica el efecto de nigrina b por vía 

intraperitoneal; B: Evolución de cada uno de los ratones involucrados en el estudio 

mediante representación gráfica de su peso (%) frente al tiempo. 
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Fig. R23. Estudio del efecto de 16 mg/kg IP de nigrina b más 120 mg/kg O. de 

Polyphenon E en ratones (n = 7). A: Supervivencia (%) frente a la duración del 

experimento en días, la línea de trazo discontinuo indica el efecto de nigrina b por vía 

intraperitoneal; B: Evolución de cada uno de los ratones involucrados en el estudio 

mediante representación gráfica de su peso (%) frente al tiempo. 
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Fig. R24. Estudio del efecto de 16 mg/kg IP de nigrina b más 30 mg/kg O. de 

Polyphenon E en ratones (n = 7). A: Supervivencia (%) frente a la duración del 

experimento en días, la línea de trazo discontinuo indica el efecto de nigrina b por vía 

intraperitoneal; B: Evolución de cada uno de los ratones involucrados en el estudio 

mediante representación gráfica de su peso (%) frente al tiempo. 
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Fig. R25. Estudio del efecto de 16 mg/kg IP de nigrina b más 16 mg/kg O. de 

Polyphenon E en ratones (n = 7). A: Supervivencia (%) frente a la duración del 

experimento en días, la línea de trazo discontinuo indica el efecto de nigrina b por vía 

intraperitoneal; B: Evolución de cada uno de los ratones involucrados en el estudio 

mediante representación gráfica de su peso (%) frente al tiempo. 
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Se estudió también el efecto de concentraciones subletales de nigrina b 

por vía intraperitoneal y el efecto de Polyphenon E por vía oral, como se 

indica en la figura R26. Incluso con nigrina b a 10 mg/kg, el Polyphenon E 

afecta profundamente a los animales, provocando la muerte del 60 % entre 

los 3 y 19 días, con reducción significativa de peso en los animales que 

mueren e inferior al 10 % en los animales que sobreviven. 

 

Estos efectos se observaron también a una menor concentración de 

Polyphenon E, muriendo el 60 % de los animales en 4 días con una fuerte 

reducción del peso, excepto en los que sobrevivieron cuya tendencia fue la 

de recuperación del peso (figura R27). 

 

Según se muestra en la figura R28 a 16 mg/ml de Polyphenon E y 10 

mg/kg de nigrina b provocan una fuerte toxicidad que mata a los ratones 

entre 8 y 17 días, acompañada también de una fuerte reducción del peso. 
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Fig. R26. Estudio del efecto de 10 mg/kg IP de nigrina b más 120 mg/kg O. de 

Polyphenon E en ratones (n = 7). A: Supervivencia (%) frente a la duración del 

experimento en días, la línea de trazo discontinuo indica el efecto de nigrina b por vía 

intraperitoneal; B: Evolución de cada uno de los ratones involucrados en el estudio 

mediante representación gráfica de su peso (%) frente al tiempo.  
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Fig. R27. Estudio del efecto de 10 mg/kg IP de nigrina b más 30 mg/kg O. de 

Polyphenon E en ratones (n = 7). A: Supervivencia (%) frente a la duración del 

experimento en días, la línea de trazo discontinuo indica el efecto de nigrina b por vía 

intraperitoneal; B: Evolución de cada uno de los ratones involucrados en el estudio 

mediante representación gráfica de su peso (%) frente al tiempo.  
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Fig. R28. Estudio del efecto de 10 mg/kg IP de nigrina b más 16 mg/kg O. de 

Polyphenon E en ratones (n = 7). A: Supervivencia (%) frente a la duración del 

experimento en días, la línea de trazo discontinuo indica el efecto de nigrina b por vía 

intraperitoneal; B: Evolución de cada uno de los ratones involucrados en el estudio 

mediante representación gráfica de su peso (%) frente al tiempo. 
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4.4. Análisis histológico. 

 

4.4.1 Efectos de la administración de nigrina b a ratones. 

 

Estudios previos indicaron que la inyección intraperitoneal de nigrina b 

en ratones provocaba la muerte de los mismos con una LD50 ligeramente 

superior a 12 mg/kg (Battelli y cols, 1997). Estudios posteriores, realizados 

mediante administración intravenosa de nigrina b, indicaron que la lectina 

posee una toxicidad que depende de la vía de administración y de la 

concentración. Así, 5 mg/kg de nigrina b intravenosa no mata a los ratones, 

mientras que 10 mg/kg los mata a todos en 3 días (Gayoso y cols., 2005). 

Estudios preliminares revelaron que la concentración de nigrina b 

intraperitoneal equivalente a 5 mg/kg de nigrina b intravenosa es de 10 

mg/kg.  

 

La administración intravenosa de nigrina b 5 mg/kg a ratones produce 

una profunda alteración en los intestinos que se cree que es la causa de su 

toxicidad. El mecanismo mediante el cual la nigrina b produce este daño se 

demostró por medio de estudios histológicos, y consiste en la destrucción 

dependiente de la concentración, tanto del intestino delgado (criptas de 

Lieberkühn) como del intestino grueso, de una manera secuencial, (Gayoso 

y cols., 2005). La nigrina b ataca específicamente a las células del tercio 

medio de las criptas de Lieberkühn (células del TAC). Se demostró que el 

mecanismo estaba asociado a la promoción de la apoptosis de dichas 

células, cuya diferenciación lleva a los enterocitos a migrar hacia la parte 

superior de las criptas, mientras que las células de Paneth migran hacia el 

fondo de las mismas. 
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La alteración del intestino delgado por la inyección intravenosa de 

nigrina b 5 mg/kg se produce de la siguiente manera:  

 

1) hasta las 24 horas se produce la destrucción por apoptosis de las criptas 

sin afectar aparentemente la estructura de los villi. 

2) a las 72 horas se produce la recuperación de las criptas de Lieberkühn, la 

destrucción de los villi y la destrucción de las criptas del intestino grueso. 

3) posteriormente, los animales que no mueren recuperan su estructura 

característica en ambos intestinos.  

 

A 16 mg/kg de nigrina b intravenosa (concentración letal) se produce el 

mismo fenómeno pero con efectos de recuperación imposibles, llevando a 

los animales a la muerte antes de los dos días. 

 

Uno de los objetivos del presente trabajo fue determinar los efectos de 

una mezcla de polifenoles del té verde que poseen efecto proapoptótico 

(Kanwar y cols., 2012) sobre el modelo de intoxicación reversible de 

ratones por nigrina 10 mg/kg intraperitoneal.  

 

En primer lugar determinamos la estructura de intestino delgado y 

grueso en nuestras condiciones de experimentación de animales no 

sometidos a tratamiento experimental alguno, con la finalidad de poder 

detectar posibles alteraciones promovidas por los polifenoles. 

 

Como se muestra en la figura R29, los animales control presentan la 

estructura columnar característica de los villi, así como las criptas de 

Lieberkühn, conteniendo células en constante proliferación.  
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Fig. R29. Análisis histológico del intestino delgado de un ratón sin tratamiento con 

nigrina b (control negativo). Micrografías de una sección intestinal teñida con 

hematoxilina/eosina. A: Micrografía de 10 aumentos; B: Detalle de las criptas a 40 

aumentos de la micrografía anterior. 
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A las 24 horas de la administración intraperitoneal de 10 mg/kg de 

nigrina b se produce una gran alteración de la mucosa del intestino delgado, 

caracterizada por una fuerte destrucción de las criptas de Lieberkühn, que 

pierden su estructura característica, y aparecen con restos de numerosas 

células muertas por apoptosis. Los villi se muestran algo afectados, pero en 

general preservan su estructura (figura R30).  

 

Como se indica en la figura R31, 48 horas después de la administración 

de nigrina b las criptas se encuentran en fase de recuperación y los villi 

muestran algunos signos de lesión.  

 

72 horas después de la administración de nigrina b se observa (figura 

R32) una notable regeneración de las criptas, que recuperan su estructura 

longitudinal alargada, mientras que los villi aparecen más cortos pero sin 

signos evidentes de lesión importante. 

 

Respecto al intestino grueso, los efectos de nigrina b son menos 

patentes que en el intestino delgado, pero evidentes entre 24 y 72 horas 

(figura R33). 
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Fig. R30. Análisis histológico a 24 horas tras la administración de 10 mg/kg de 

nigrina b por vía intraperitoneal en ratones. Micrografías del intestino delgado 

teñido con hematoxilina/eosina. A: Micrografía de 10 aumentos; B: Detalle de las 

criptas a 40 aumentos de la micrografía anterior.  
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Fig. R31. Análisis histológico a 48 horas tras la administración de 10 mg/kg de 

nigrina b por vía intraperitoneal en ratones. Micrografías del intestino delgado 

teñido con hematoxilina/eosina. A: Micrografía de 10 aumentos; B: Detalle de las 

criptas a 40 aumentos de la micrografía anterior. 
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Fig. R32. Análisis histológico a 72 horas tras la administración de 10 mg/kg de 

nigrina b por vía intraperitoneal en ratones. Micrografías del intestino delgado 

teñido con hematoxilina/eosina. A: Micrografía de 10 aumentos; B: Detalle de las 

criptas a 40 aumentos de la micrografía anterior. 
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Fig. R33. Análisis histológico a diferentes tiempos tras la administración de 10 

mg/kg de nigrina b por vía intraperitoneal en ratones. Micrografías a 40 aumentos 

de secciones intestinales teñidas con hematoxilina/eosina. A: Sección del intestino 

grueso de un ratón control negativo; B: Sección del intestino grueso de un ratón 

perfundido a las 24 horas; 
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Fig. R33 (continuación). Análisis histológico a diferentes tiempos tras la 

administración de 10 mg/kg de nigrina b por vía intraperitoneal en ratones. 

Micrografías a 40 aumentos de secciones intestinales teñidas con hematoxilina/eosina. 

C: Sección del intestino grueso de un ratón perfundido a las 48 horas; D: Sección del 

intestino grueso de un ratón perfundido a las 72 horas.  
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4.4.2 Efectos de la administración de Polyphenon E a ratones. 

 

La administración oral de Polyphenon E 30 mg/kg no ejerció efecto ni 

sobre la mortalidad de animales (apartado 4.3.2) ni sobre la arquitectura de 

la mucosa del intestino delgado (figura R34), en la que se observa una 

disposición normal prácticamente idéntica a la de los controles tanto de 

criptas como de villi. 

 

Sin embargo, la administración de la misma concentración de 

Polyphenon E a animales tratados simultáneamente con nigrina b 10 mg/kg 

intraperitoneal provocó un fuerte efecto tóxico, traducido en una 

mortalidad de los animales (apartado 4.3.2) y la alteración de la estructura 

normal de las criptas de Lieberkühn, las cuales aparecen bastante más 

dañadas que en ratones tratados sólo con nigrina b. Estas criptas, cuando 

existen, aparecen atrofiadas y mostrando la desaparición de muchas de 

ellas, quedando la mucosa intestinal constituida por una especie de epitelio 

raquítico con gran número de células muertas, presumiblemente por 

apoptosis (figuras R35-R37). 

 

Se estudiaron también el riñón, el hígado y el pulmón de animales 

tratados simultáneamente con nigrina b y Polyphenon E. El tratamiento 

conjunto provoca daños evidentes en el riñón, mayores a 72 que a 24 horas, 

y más evidentes en la médula renal (figuras R38-R39). 

 

Los efectos sobre el hígado son también dependientes del tiempo, 

apareciendo congestión a las 48 horas y fuerte alteración a las 72 horas 

(figura R40). 
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Fig. R34. Análisis histológico a 24 horas tras la administración de 30 mg/kg de 

Polyphenon E por vía oral. Micrografías de 20 aumentos del intestino delgado teñido 

con hematoxilina/eosina.  
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Fig. R35. Análisis histológico a 24 horas tras la administración de 10 mg/kg de 

nigrina b por vía intraperitoneal y 30 mg/kg de Polyphenon E por vía oral. 

Micrografías del intestino delgado teñido con hematoxilina/eosina. A: Micrografía de 

10 aumentos; B: Detalle de las criptas a 40 aumentos de la micrografía anterior. 
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Fig. R36. Análisis histológico a 48 horas tras la administración de 10 mg/kg de 

nigrina b por vía intraperitoneal y 30 mg/kg de Polyphenon E por vía oral. 

Micrografías del intestino delgado teñido con hematoxilina/eosina. A: Micrografía de 

10 aumentos; B: Detalle de las criptas a 40 aumentos de la micrografía anterior. 
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Fig. R37. Análisis histológico a 72 horas tras la administración de 10 mg/kg de 

nigrina b por vía intraperitoneal y 30 mg/kg de Polyphenon E por vía oral. 

Micrografías del intestino delgado teñido con hematoxilina/eosina. A: Micrografía de 

10 aumentos; B: Detalle de las criptas a 40 aumentos de la micrografía anterior. 
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Fig. R38. Análisis histológico tras la administración de 10 mg/kg de nigrina b por 

vía intraperitoneal y 30 mg/kg de Polyphenon E por vía oral. Micrografías a 10 

aumentos de glomérulos del riñón teñidos con hematoxilina/eosina. A: 24 horas; B: 48 

horas; C: 72 horas después de la administración.  
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Fig. R39. Análisis histológico tras la administración de 10 mg/kg de nigrina b por 

vía intraperitoneal y 30 mg/kg de Polyphenon E por vía oral. Micrografías a 10 

aumentos de la médula del riñón teñida con hematoxilina/eosina. A: 24 horas; B: 48 

horas; C: 72 horas después de la administración.  
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Fig. R40. Análisis histológico tras la administración de 10 mg/kg de nigrina b por 

vía intraperitoneal y 30 mg/kg de Polyphenon E por vía oral. Micrografías a 10 

aumentos del hígado teñido con hematoxilina/eosina. A: 24 horas; B: 24 horas, 

micrografía de un segundo ratón, donde puede observarse mayor daño en la zona; C: 48 

horas; D: 72 horas después de la administración.  
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En lo que respecta al pulmón, los efectos fueron al contrario que en 

riñón e hígado, mayor a 24 horas, con congestión pulmonar y áreas 

hemorrágicas, y menor a 72 horas, con aspecto poco dañado aunque 

ligeramente congestivo (figura R41). Estos efectos dependen del grado de 

daño que sufra el ratón a estudio. 

 

Cuando se administró Polyphenon E 30 mg/kg por vía oral a animales 

tratados simultáneamente con 16 mg/kg de nigrina b por vía intraperitoneal 

se evidenciaron efectos notablemente más dañinos, mostrando un fuerte 

incremento de la mortalidad (apartado 4.3.2), así como una destrucción 

muy importante del intestino delgado (figura R42). 

 

En estas condiciones, las criptas aparecen atrofiadas y prácticamente se 

desvanecen, dejando restos de células muertas con morfología apoptótica. 

La mucosa pierde completamente su organización histológica y el epitelio 

prácticamente desaparece, dando lugar a una estructura aplanada que no 

conserva ningún parecido con la estructura normal de criptas y villi. 
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Fig. R41. Análisis histológico tras la administración de 10 mg/kg de nigrina b por 

vía intraperitoneal y 30 mg/kg de Polyphenon E por vía oral. Micrografías a 10 

aumentos del pulmón teñido con hematoxilina/eosina. A: 24 horas; B: 48 horas; C: 72 

horas después de la administración; D: 72 horas, micrografía de un segundo ratón, 

donde puede observarse mayor daño en la zona.  
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Fig. R42. Análisis histológico a las 48 horas tras la administración de 16 mg/kg por 

vía intraperitoneal de nigrina b y 30 mg/kg por vía oral de Polyphenon E en 

ratones. Micrografías de secciones intestinales teñidas con hematoxilina/eosina. A: 

Sección del intestino delgado a 10 aumentos; B: Sección del intestino delgado a 20 

aumentos; C: Sección del intestino delgado a 40 aumentos. 
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Existen dos procedimientos descritos para el aislamiento de nigrina b a 

partir de la corteza de Sambucus nigra. El primero de ellos es 

fundamentalmente un procedimiento de afinidad, mientras que el segundo 

es un procedimiento que juega con las propiedades iónicas de la nigrina b.  

 

El procedimiento de aislamiento por cromatografía de afinidad consiste 

en la obtención de los extractos proteicos de la corteza, su fijación por 

afinidad a una columna de Sepharose 6B tratada con ácido para liberar D-

galactosas terminales y finalmente una cromatografía de exclusión 

molecular para separar las lectinas (Girbés y cols., 1993b). Con la 

cromatografía de afinidad se consigue que las proteínas con afinidad a D-

galactosa se fijen a la resina en un procedimiento que tradicionalmente se 

ha llevado a 4 ºC, sin saber realmente la razón. Recientemente se ha 

encontrado que las proteínas análogas presentes en Sambucus ebulus se 

fijan a la misma resina de afinidad mediante interacciones dependientes de 

temperatura, siendo máxima la fijación por debajo de los 10 ºC y 

prácticamente inexistente a los 20 ºC (Citores y cols., 2008). La fijación a 

la resina de afinidad exige que las proteínas correspondientes sean activas y 

reconozcan las cadenas con D-galactosa terminal, de manera que la 

posterior purificación se realiza sólo con proteínas completamente activas 

en su capacidad de lectina. 

 

La mezcla de proteínas con afinidad por la D-galactosa se separa 

posteriormente por cromatografía de exclusión molecular en Superdex 75, 

que permite una clara separación entre las tres proteínas que se fijan a la D-

galactosa, SNA I, nigrina b y SNA II.  
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El otro procedimiento de aislamiento de estas proteínas es más reciente 

(Ferreras y cols., 2011), y consiste en la obtención de los extractos de 

proteínas, su clarificación por centrifugación, el tratamiento con ácido 

acético para eliminar material indeseable (agregados proteicos, proteínas 

básicas, algunos polisacáridos cargados, etc.) y posterior cromatografía de 

intercambio iónico y cromatografía de exclusión molecular. Por este 

procedimiento se puede aislar nigrina b con un rendimiento mayor (5 

veces), sin embargo, posee dos inconvenientes mayores, uno es que 

solamente se aísla nigrina b por este procedimiento, y el otro que no se 

garantiza que toda la proteína aislada presente la misma afinidad por D-

galactosa. De hecho, podría darse la circunstancia de que existiesen 

cadenas polipeptídicas desnaturalizadas o poco activas de nigrina b que 

podrían aislarse por intercambio iónico pero no por afinidad a D-galactosa, 

que es una medida de su actividad a la lectina. 

 

Para estudiar los efectos funcionales de la nigrina b es necesario, por 

tanto, proteína con la máxima actividad, lo que se garantiza mejor mediante 

el aislamiento por afinidad. Esta es la razón por la cual en este trabajo se ha 

utilizado nigrina b aislada por el procedimiento de afinidad. 

 

Se ha descrito que la mayor concentración de nigrina b en corteza de 

Sambucus nigra se produce en la corteza secundaria durante la primavera y 

el verano, por ello, se utilizó corteza recogida siempre en julio. Los 

procesos de obtención de nigrina b descritos previamente (Girbés y cols., 

1993b; Ferreras y cols., 2011) utilizan corteza recién separada de la rama 

que se congela hasta su utilización. La corteza congelada se tritura a 

continuación con nitrógeno líquido hasta fragmentarla en partículas 
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inferiores a 1 mm de diámetro para incrementar la superficie de extracción 

con el tampón adecuado. En este procedimiento se trata el 68 % de agua 

contenida en la corteza húmeda, lo que reduce notablemente el rendimiento 

en peso de corteza y exige disponer de nitrógeno líquido y de una 

trituradora de cuchillas especial que permita cortar la corteza, que posee 

una consistencia celulósica muy dura.  

 

Uno de los objetivos de este trabajo fue explorar la posibilidad de 

utilizar corteza de Sambucus nigra seca como producto de partida para la 

obtención de nigrina b. El secado de la corteza a una temperatura de entre 

22 y 25 ºC con aireación suave deseca el material entre 2 y 3 días en 

función del tamaño de los fragmentos de corteza, provocando una pérdida 

de peso del 68 % (masa seca 32 % del original). El material seco es 

notablemente quebradizo, fácil de manipular y de triturar.  

 

La trituración de la corteza seca con molinillo de café de cuchillas 

convencionales permite obtener un grano igual o menor que el obtenido por 

el procedimiento anterior. Este material triturado se utiliza para la 

extracción con tampón y, como hemos presentado en los resultados, 

permite la obtención entre 2 y 2,5 veces más proteína por unidad de peso 

corregido por la humedad, a partir de corteza seca que de corteza húmeda. 

Esto indica que el secado de la corteza no afecta a la capacidad de fijación 

de D-galactosa de las proteínas y tampoco a la actividad enzimática de la 

cadena A como lo demuestra la toxicidad de la nigrina b purificada. Desde 

el punto de vista práctico este resultado es extraordinariamente importante, 

por cuanto reduce el material de partida necesario para obtener la misma 

cantidad de proteína así como el equipamiento experimental. 
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La caracterización físico-química y funcional de las lectinas de D-

galactosa de la corteza de Sambucus nigra indica que las proteínas 

conservan su capacidad hemoaglutinante y su masa molecular relativa 

determinada por electroforesis de poliacrilamida en presencia de SDS. Es 

más, hemos encontrado que poseen también la dependencia de la 

hemoaglutinación con la temperatura, que se ha observado con ebulina l, 

SELld y SELlm (Citores y cols., 2008). Tanto los valores de 

hemoaglutinación como las masas moleculares relativas están de acuerdo 

con los valores publicados cuando se descubrió la nigrina b por el 

procedimiento de afinidad (Girbés y cols., 1993b).  

 

El aislamiento inicial de las lectinas SNA I y SNA II se realizó con 

fetuina-agarosa, resina de afinidad que permite la fijación de sialil-α(2,6) 

gal/galNAc (Van Damme y cols., 1996). Con este sistema cromatográfico 

es imposible la detección de nigrina b, que por el contrario sí puede 

realizarse con Sepharose 6B tratada con ácido. Esto indica claramente que 

nigrina b no interacciona con el ácido siálico.  

 

La nigrina b, a diferencia de SNA I y SNA II, se presenta como una 

proteína homogénea de Mr. 58.000 mientras que SNA I presenta dos 

formas, una tetramérica de tipo 2(A-B) y otra octamérica de 2(A-B)2 (Van 

Damme y cols., 1996). Esta heterogeneidad puede presentarse también en 

electroforesis de poliacrilamida en presencia de SDS al 10 %, en la que 

pueden observarse dos bandas nítidas en la parte superior del gel de SNA I. 

SNA II presenta también heterogeneidad, probablemente debida a distintos 

grados de glucosilación de la cadena B. Por otro lado, hay que resaltar que 
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aunque la nigrina b está también glucosilada (Citores y cols., 1996), no 

presenta dicha heterogeneidad en el grado de glucosilación. 

 

La nigrina b posee una estructura relativamente compacta y resistente a 

la hidrólisis con pepsina ácida. Esta propiedad la comparten también SNA I 

y SNA II. La desnaturalización por calor de las tres proteínas las convierte 

en completamente susceptibles a la digestión por pepsina ácida. Se ha 

sugerido que la resistencia a pepsina podría estar relacionada con el grado 

de glucosilación de las proteínas, de manera que las cadenas glucosiladas 

de las proteínas podrían constituir una esfera de hidratación que redujese el 

acceso de la pepsina. Al perderse esta organización estructural por calor, 

podría desaparecer o reducir esta estructura de hidratación y aumentar el 

número de sitios de acceso a la pepsina en la cadena polipeptídica, y por lo 

tanto aumentar la posibilidad de degradación.  

 

En contraste con la pepsina, la pancreatina (mezcla de enzimas de 

origen pancreático, entre ellas proteasas) degrada muy ligeramente a 

nuestras lectinas. Es de resaltar también la persistencia a la pancreatina de 

la BSA en nuestras condiciones. Estas diferentes sensibilidades a enzimas 

proteolíticas y la relación con la estructura nativa refleja la dependencia 

que tiene el proceso gástrico de la digestión proteica previo al intestinal. 

 

Existen en el mercado distintas preparaciones de saúco basadas 

fundamentalmente en los frutos. Por ello se estudió también la sensibilidad 

de las lectinas de frutos, nigrina f y SNA IV, observándose el mismo 

resultado que las lectinas de corteza, lo que sugiere que la resistencia a 

pepsina ácida es una característica de estas lectinas de Sambucus nigra. 
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En cuanto al jarabe que contiene saúco, no parece contener proteínas de 

suficiente tamaño molecular como para poder separarse por electroforesis 

de poliacrilamida en presencia de SDS. Las bandas teñidas que se observan 

en la electroforesis en la parte superior del gel, corresponden a los 

agregados, dextrinas, que tiene el colorante. 

 

De haber habido proteínas se hubieran degradado por pepsina, ya que el 

proceso de concentración del jarabe se utiliza TCA en caliente, es decir, 

condiciones de desnaturalización que como hemos demostrado en el 

presente trabajo facilita el ataque de pepsina ácida. 

 

El hecho de que las lectinas de Sambucus nigra resistan la acción de 

pepsina ácida y de pancreatina indica que puede haber riesgo de respuesta 

alergénica a estas proteínas si el individuo está previamente sensibilizado 

por contacto con el polen o, en general, con partes del saúco.  

 

En el presente trabajo se administró la nigrina b como solución acuosa 

intraperitoneal. Para que la nigrina b ejerza su acción, es necesario que se 

difunda a través de los distintos tejidos que circundan al punto de 

inyección, que entre en la sangre y que se distribuya al resto de tejidos. 

Dado que no se detectó nigrina b en sangre utilizando la técnica de 

Western-blot e inmunodetección con anticuerpos policlonales antinigrina b 

de conejo, el efecto tóxico que se observa en nuestras condiciones 

(apartado 4.3) indica que la nigrina b ejerce el efecto mediante una rápida 

difusión que alcanza los intestinos, sobre los cuales actúa como se ha visto 

en los resultados. Resultados no publicados (Prof. Girbés) indican que la 

inyección intravenosa de nigrina b a ratones por la vena de la cola en las 
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mismas condiciones, permite la detección de la lectina en plasma, pero de 

manera transitoria (1 hora), desapareciendo rápidamente. 

 

La toxicidad de la nigrina b a concentración subletal (10 mg/kg IP) se 

traduce en un acortamiento notable de los intestinos, que se recuperan 

perfectamente entre los 8 y los 22 días después de la administración de 

nigrina b. Resultados similares se obtuvieron en los dos intestinos, delgado 

y colon.  

 

En todos los casos de administración de nigrina b se observó una 

reducción general en la ingestión de comida, que achacamos al efecto 

tóxico, muy probablemente doloroso, de la nigrina b en los ratones y ésta 

podría ser la causa de que dejasen de comer. Nos encontraríamos en el caso 

de una atrofia intestinal por ayuno, provocada indirectamente por la 

administración de nigrina b. Existen estudios en la bibliografía que indican 

que el ayuno de roedores implica un acortamiento intestinal atrófico 

(Chappell y cols., 2003). Al utilizar jaulas convencionales, en las que es 

muy difícil determinar la cantidad de pienso en forma de partículas 

pequeñas que cae de la rejilla que contiene los pellets de pienso, no 

pudimos determinar con precisión la reducción en la ingesta. Lo mismo 

sucedió con la formación de heces concomitante a la ingesta de pienso y a 

la destrucción del epitelio intestinal. El uso de jaulas metabólicas nos 

hubiese permitido determinar estos datos.  

 

Las alteraciones inflamatorias de los intestinos se definen por un 

incremento en la actividad mieloperoxidasa, asociada a la infiltración de 

neutrófilos. Este incremento se ha caracterizado en distintos modelos 
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animales de la enfermedad inflamatoria intestinal (Gonzalez-Rey y cols., 

2009). El producto químico (TNBS) provoca una fuerte irritación intestinal 

que desencadena cambios que se suponen parecidos a los que se 

experimentan en la colitis ulcerosa de la enfermedad de Crohn (Gonzalez-

Rey y cols., 2009; Wirtz y cols., 2007).  

 

Debido a los efectos de la nigrina b decidimos estudiar la actividad 

mieloperoxidasa a distintos tiempos después de la administración. Se 

observó un incremento máximo en intestino delgado a las 24-48 horas, con 

tendencia a disminuir en días posteriores. En el intestino grueso, sin 

embargo, se observó una variabilidad de difícil explicación, no detectada 

en el intestino delgado. Una explicación que podría hacer referencia a la 

flora microbiana del colon, que pasa de nutrirse de pienso a recibir restos 

tisulares del intestino delgado producidos por la administración de nigrina 

b. A los 22 días la recuperación es total. 

 

Tomados en su conjunto, los datos sobre mieloperoxidasa y sobre los 

intestinos y su recuperación, apoyan el uso de la nigrina b como modelo de 

daño-regeneración intestinal. 

 

El análisis de la toxicidad intraperitoneal de nigrina b revela que 

nuestras preparaciones son muy activas y producen un daño en los ratones, 

prácticamente idéntico al publicado previamente (Battelli y cols., 1997; 

Ferreras y cols., 2011). La administración de nigrina b a 16 mg/kg mata 

todos los ratones en 10 días, mientras que la administración de 10 mg/kg, a 

pesar de que produce cambios histológicos notables, no afecta la 

mortalidad de los animales al menos en los 22 días de estudio, lo que añade 
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valor a nuestra propuesta de utilización de nigrina b como nuevo modelo 

animal.  

 

Como prueba del modelo se ha estudiado la absorción y acumulación 

en sangre de distintas sustancias, como fármacos y vitaminas (resultados no 

publicados del Prof. Girbés). En este trabajo se estudió el efecto de una 

mezcla de polifenoles en el modelo de nigrina b, en la creencia de que 

pudieran alterar el efecto destructivo de la lectina sobre el tubo digestivo. 

Los resultados indican claramente que la administración oral de grandes 

cantidades de Polyphenon E no provoca mortalidad en los ratones. En 

cambio, los polifenoles administrados a alta concentración por vía 

intraperitoneal matan a la mitad de los ratones en 5 días, de los 14 días de 

estudio. La administración conjunta de polifenoles (16-120 mg/kg) por vía 

oral a ratones inyectados intraperitonealmente con nigrina b (10-16 mg/kg) 

provoca un incremento notable de la toxicidad de la nigrina b, que se 

traduce en un aumento de la mortalidad (curvas Kaplan-Meier, apartado 

4.3) y en un daño intestinal reversible caracterizado por la destrucción 

apoptótica de las criptas de Lieberkühn, y posterior destrucción de los villi.  

 

El blanco de la nigrina b son precursores de proliferación del 

compartimento TAC, derivados directamente de la célula madre intestinal 

(Vries y cols., 2010). A dosis subletales la nigrina b no acaba con todas 

estas células y, por lo tanto, las criptas se regeneran. En nuestro estudio 

esta recuperación se produce ya a las 48 horas después del tratamiento, 

restaurándose prácticamente a las 72 horas.  
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Los polifenoles presentan propiedades proapoptóticas que se utilizan en 

la terapia coadyuvante del cáncer de colon y en obesidad. Se ha descrito 

que la adición conjunta de polifenoles y sulindac reduce la formación de 

aberrant cript foci en roedores (Ohishi y cols., 2002), disminuyendo así la 

incidencia de tumores de colon. La ingestión oral de grandes cantidades de 

polifenoles no afecta a la mortalidad de los ratones, pero sí incrementa 

notablemente la de la nigrina b intraperitoneal y en particular a 10 mg/kg. 

Por lo tanto, el mecanismo, directa o indirectamente, está relacionado con 

la sensibilización de las células del TAC a nigrina b. Ello podría tener lugar 

bien por un incremento en los receptores celulares para nigrina b 

(glucoproteínas fundamentalmente; resultados no publicados del Prof. 

Girbés) o mediante la predisposición de procesos que conducen a la 

apoptosis. La primera posibilidad es difícil de asumir, por lo elevadas que 

son las concentraciones necesarias de nigrina b para exhibir efectos 

notables en la mortalidad. La segunda posibilidad parece más atractiva y 

estaría relacionada con el incremento de la secreción de citoquinas 

proinflamatorias y/o proapoptóticas en línea con estudios realizados con el 

modelo TNBS en ratones (González-Rey y cols., 2006; Wirtz y cols., 

2007). Nosotros creemos que los polifenoles preparan la escena molecular 

para que la nigrina b ejerza sus efectos apoptóticos de manera más 

eficiente.  

 

Los resultados de mortalidad obtenidos con la administración conjunta 

se reflejan en los estudios histológicos, en los que de hecho se observa una 

potenciación del daño celular, pero no sólo de intestinos sino que también 

en pulmón, hígado y riñón, órganos que aparecen congestionados e incluso 

hemorrágicos en los animales afectados. En el caso del daño hepático, los 
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resultados están en consonancia con los efectos adversos descritos 

asociados a la ingestión de cantidades elevadas de concentrados de 

polifenoles del té verde por humanos (Schöntal y cols., 2011). 

 

A la dosis letal de 16 mg/kg (vía intraperitoneal) todos los ratones 

mueren en 10 días. Mientras que la administración conjunta de Polyphenon 

E por vía oral (16-120 mg/kg) con nigrina b a 16 mg/kg mata rápidamente 

a los ratones entre 3-7 días. 
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1. El rendimiento en la preparación de nigrina b de corteza de saúco 

depende de factores estacionales y del grado de desarrollo de la planta 

así como del estado de la corteza secundaria. 

 

2. La corteza desecada a temperatura ambiente retiene perfectamente la 

actividad de la nigrina b determinada tanto por capacidad 

hemoaglutinante como por la actividad tóxica in vivo.  

 

3. La utilización de corteza desecada incrementa no solamente el 

rendimiento por reducción de la humedad del agua sino también por 

eficiencia del proceso que es ligeramente superior al doble del 

procedimiento tradicional que utiliza corteza húmeda congelada. 

 

4. Las lectinas de corteza de Sambucus nigra, SNA I, nigrina b y SNA II, 

y de frutos, nigrina f y SNA IV, en su forma nativa, son resistentes a la 

degradación por pepsina ácida y por pancreatina lo que sugiere que 

pueden resistir el proceso de digestión, y por tanto el consumo de 

productos de saúco puede tener implicaciones alergénicas dada su 

relación en la secuencia de aminoácidos con el alérgeno Sam n1. 

 

5. Las lectinas de corteza y de frutos de Sambucus nigra, desnaturalizadas 

por calor son extremadamente sensibles al tratamiento con pepsina 

ácida. 

 

6. La administración intraperitoneal de dosis subletales de nigrina b a 

ratones, no produce mortalidad pero si alteraciones reversibles en el 

intestino delgado, provocando apoptosis en las células de las criptas de 
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Lieberkühn. En contraste la administración de dosis letales de nigrina b 

provoca la destrucción rápida e irreversible del intestino delgado. 

 

7. La administración intraperitoneal de cantidades elevadas de una mezcla 

estandarizada de polifenoles del té verde concentrados (Polyphenon E) 

provoca unos efectos tóxicos que conduce a la muerte de la mitad de 

los ratones tratados. En contraste la administración oral de las mismas 

cantidades, no produce efecto tóxico aparente. 

 

8. La administración simultánea de Polyphenon E oral potencia la 

toxicidad de nigrina b administrada intraperitonealmente a ratones, lo 

que se traduce en una mayor destrucción de las criptas de Lieberkühn, 

la congestión de riñón y pulmones, y hemorragias en el hígado de los 

ratones dañados. 
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