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1.1. INTRODUCCION.

Sambucus ebulus L., cuyo nombre comun es yezgo o saico enano, €s
una planta perenne nativa de la Division de las magnoliofitas, Clase
magnoliopsidas, del Orden de las Dipsacales, de la Familia de las
Sambucaceae y del Género Sambucus. Se localiza principalmente en el sur
y centro de Europa, el noroeste de Africa y el suroeste de Asia
(especialmente en el norte de Iran). El género Sambucus retine mas de 40
especies. Las principales especies son S. ebulus, S. nigra, S. racemosa, S.
mexicana, S. peruviana, S. palmensis y S. africana, entre otras.

S. ebulus crece alrededor de 60 a 200 cm de altura, por lo general los
tallos no estan ramificados, tienen un amplio rizoma. Las hojas son
opuestas, pinnadas, de 15 a 30 cm de largo, con 5-9 cm de anchura vy
finamente dentadas y lobuladas. Los tallos terminan en un corimbo
(inflorescencia en la que el eje es corto y los pedicelos de las flores son
largos y salen a diferentes alturas del eje). Todas las flores del corimbo
abren a un mismo nivel, el tamano es de 10 - 15 cm de didmetro con
numerosas flores blancas (a veces color rosa).

El fruto es una pequefia baya de color negro brillante que tiene entre 5
- 6 mm de diametro. Las flores de S. ebulus aparecen en julio y agosto, sus
semillas maduran entre agosto y septiembre y desaparecen en invierno.
Tienen rizomas subterrdneos para formar grandes colonias. Las flores
perfumadas son autofértiles y hermafroditas y son polinizadas por diferentes
insectos como las abejas y escarabajos.

La planta prefiere la luz media y los suelos arcillosos y &cidos.
Tambien puede tolerar la contaminacion atmosférica y el viento fuerte, pero

no un ambiente maritimo.
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En la provincia de Valladolid el S. ebulus es escaso, fue citado por
Gutiérrez Martin (1908) en el partido judicial de Olmedo. Esta descrita su
localizacion en Barruelo del Valle (Fig. 1) a 810 m de altura en los
alrededores frescos y umbrosos de la iglesia del pueblo (“Nuevas citas para
la flora vallisoletana II”. Lazaro Bello J.A. 2002 y Herbario de la facultad de

Biologia de Salamanca).

Figura I1. Flores de S. ebulus.

Durante mucho tiempo, S. ebulus ha sido utilizado en medicina para
el tratamiento de distintas enfermedades de naturaleza inflamatoria, por
ejemplo, reumatismo, fiebre, infecciones, edemas o inflamaciones. En la
antigua medicina oriental, sus hojas, rizomas (es un tallo subterraneo con
varias yemas que crece de forma horizontal emitiendo raices y brotes
herbaceos de sus nudos) y raices se administraron a los pacientes para el
tratamiento de la picadura de abeja, picaduras de ortigas, la artritis y el dolor
de garganta (Saeede Saravi y cols., 2009a). Esta planta también tiene otros
usos, por ejemplo, para tefiir el cabello con el jugo de la raiz, y las hojas se
utilizan para repeler los ratones y topos (Duke y cols., 2002; Davis, 1988;
Rechinger, 1963; Tutin, 1980).

Por otra parte, las bayas crudas son venenosas y todas las partes de la
planta pueden ser toxicas si se consumen en exceso. Las hojas y tallos de

algunos, si no todos, los miembros de género Sambucus son algo toxicos.
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Incluso las hojas pueden causar dermatitis de contacto. S. ebulus contiene
una diversidad de compuestos que incluye glucdsidos cianogénicos,
flavonoides, esteroides, taninos, glucosidos, derivados del acido cafeico, y
distintos tipos de lectinas y proteinas inactivadoras de ribosomas como
ebulina 1 y ebulina f, SELId y SEL fd entre otras (Shokrzadeh y cols, 2010;
Ebrahimzadeh y cols., 2006, 2007, 2009; Yesilada., 1995; Ghannadi y
Ghassemi Dehkordi., 1997; De Benito y cols., 1995; Pribela y cols., 1992).
Los estudios farmacéuticos realizados con S. ebulus indican que posee
actividades antiinflamatorias, antirreumatoides, antihemorroidales, y que
posee efecto inhibidor contra Helicobacter pylori. Ademas, se han
observado los efectos de esta planta en el tratamiento de quemaduras,
heridas infecciosas, edemas, eccemas, y urticaria (Saeede Saravi y cols.,
2009b; Ebrahimzadeh y cols., 2006, 2007; Tuzlaci y Tolon., 2000; Yesilada
y cols., 1999; Guarrera., 1999). S. ebulus es por tanto una planta de gran
potencial como medicamento, si tenemos en cuenta sus aplicaciones
tradicionales, asi como los recientes hallazgos en los diferentes estudios

farmacolégicos.

1.2. BREVE RESENA HISTORICA.

Diferentes estudios han descubierto evidencias de que 50.000 afios
aC, los seres humanos utilizaban las hojas de las plantas para dar sabor a las
carnes. El andlisis de los conjuntos arqueobotdnicos recuperados en las
excavaciones recientes en los Alpes del norte de Francia en "Le Chenet des
Pierres" en Bozel (Savoie, Francia, 1.000 m sobre el nivel del mar) han
permitido conocer las plantas que se utilizaban probablemente como
alimento en un contexto de montafia durante el Neolitico Medio (4500-3500

aC) (Martin y cols., 2008). El estudio revela la presencia de semillas de
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satico negro (Sambucus nigra), de satico rojo (Sambucus racemosa) y yezgo
(S. ebulus) (Martin y cols., 2008; Rottoli y cols., 2009).

Hipocrates y Dioscorides describieron en sus tratados al satco como
una importante planta de uso medicinal. Los dacios y los romanos utilizaban
sus remedios contra la hidropesia, la gota, las mordeduras de serpiente y
como purgante.

En Europa estd documentado el uso del saico como planta medicinal
desde muy antiguo, en el siglo XII se escribié “The Physicians of the
Myddavai”, tratado que recoge los conocimientos tradicionales sobre las
curas y remedios que se preparaban a base de salico en la zona de Gales
desde del siglo VI.

En 1651 el doctor aleméan Blockwich public6 “Anatomia Sambuca”,
tratado escrito en latin en donde se recoge una serie de hasta 70
enfermedades que pueden ser tratadas con remedios preparados a base de
sauco. Este tratado serd posteriormente traducido al inglés y publicado en
Londres en 1655. En esta misma época el doctor Culpe en Inglaterra hacia

referencia al satico como “la medicina del térax de la medicina popular”.

1.3. COMPOSICION QUIMICA DE S. EBULUS.

Los compuestos fitoquimicos de S. ebulus mas comunmente
conocidos son los flavonoides, esteroides, taninos, glucdsidos, los derivados
del acido cafeico, y las lectinas de hojas, frutos y rizomas (Saeedi Saravi y
cols., 2009a; Ebrahimzadeh y cols., 2006, 2007; Ghannadi y Ghassemi-
Dehkordi., 1997; De Benito y cols., 1995; Yesilada., 1995; Pribela y cols.,
1992). Los glucosidos cianogénicos S-sambunigrina y R-prunasina, asi como
la R-holocalina y la S-zierina se han aislado de S. ebulus y de los frutos se

han aislado también S-sambunigrina y S-O-B-DGlucopyranosil-
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mandelonitrilo). Las hojas y tallos contienen también S-sambunigrina
(Buhrmester y cols., 2000; Jensen y Nielsen., 1973).

Las flores de S. ebulus contienen un 0,03 a 0,3% de un aceite esencial
(aproximadamente el 0,01% de las bayas es aceite esencial) que contiene
esencialmente acidos grasos libres y un gran nimero de alcanos. También
contienen al menos un 0,8% de flavonoides, ademas de acido cafeico y sus
derivados, incluyendo el acido clorogénico y el acido p-cumarico y el acido
quinico, y un glucésido denominado ebulosid (Rhee y cols., 2009; Bonita y
cols., 2007; Bouayed y cols., 2007; Medina y cols., 2007).

El yezgo contiene proteinas con actividad antinutriente tales como
lectinas y proteinas inactivadoras de ribosomas, estas ultimas con actividad
toxica. Entre las lectinas sin actividad antirribosémica estan SELIm, SELId
de hojas, SELfd de frutos y SEAII en rizomas. Entre las lectinas con
actividad antirribosdOmica estdn, ebulina 1 de hojas, ebulina f de frutos y
SEAI, ebulina r1 y ebulina 12 en rizomas entre otras (Girbés y cols., 1993a;
Girbés y cols., 2004; Ferreras y cols., 2011). El yezgo contiene también
proteinas inactivadoras de ribosomas de una sola cadena denominadas

ebulitinas (De Benito y cols., 1995).
1.4. UTILIDAD DE S. EBULUS EN FITOTERAPIA.
1.4.1. Efecto antiinflamatorio.
Las hojas de S. ebulus han sido funcionalmente utilizadas como un
medicamento en el tratamiento de inflamaciones diversas (por ejemplo,

dermatitis de contacto, picaduras de abeja y de ortiga, eczema, etc.) y hay

varios informes que describen la influencia de los extractos S. ebulus en la

21



inflamacion (Ebrahimzadeh y cols., 2006, 2007; Saeedi Saravi y cols.,
2009b).

Los extractos de metanol y n-hexano de frutos de S. ebulus han
demostrado actividad como antiinflamatorios en modelos animales, como
por ejemplo diclofenaco, a través de la inhibicion de cartagenino en edemas

inducidos en ratas (Ebrahimzadeh y cols., 2006, 2007).

1.4.2. Efecto antibacteriano contra Helicobacter pylori.

El papel de Helicobacter pylori en la patogénesis de la ulcera péptica
ha sido bien establecido y utilizando tratamientos combinados de
inhibidores de la bomba de protones (omeprazol) con antibidticos
(ampicilina, amoxicilina, ofloxacina o tetraciclina) ha demostrado tener
¢éxito en los pacientes afectados, con tasas de curacion de hasta el 90%
(Yesilada y cols., 1999; Korman y cols., 1997). Los estudios mostraron que
los extractos de cloroformo (CHCI3) de las partes herbaceas de S. ebulus
inhibieron el 37% de las cepas de H. pylori a prueba (3 de 8) frente a la cepa
estandar, con CMI = 31,2mg/ml. (Yesilada y cols., 1999).

1.4.3. Efectos bioquimicos y patologicos.

Los estudios realizados con extractos organicos de S. ebulus han
demostrado actividad antiinflamatoria importante (Ebrahimzadeh y cols.,
2006, 2009). Recientemente se ha podido aislar el acido ursélico como
responsable de gran parte de la actividad antiinflamatoria de las hojas de S.
ebulus (Schwaiger y cols., 2011).

Las hojas de S. ebulus poseen también actividad cicatrizante.

Recientemente se ha aislado quercetin-3-O-glucosido que parece ser el
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responsable de dicha actividad (Siintar y cols., 2010). El estudio de extractos
de metanol, n-hexano y de acetato de etilo de S. ebulus han demostrado efectos
hepatotoxicos y nefrotoxicos en ratones consistentes en apoptosis y necrosis
de las células del parénquima hepatico y la hipertrofia de las células de
Kupffer (Ebrahimzadeh y cols., 2007). Por otro lado, la exposicion al extracto
de acetato de etilo da lugar a un importante aumento de la urea sérica
(concentracion en suero sanguineo) y un aumento de los niveles de creatinina

en ensayos con ratones (Saeede Saravi y Shokrzadeh., 2008, 2009 a, b).

1.4.4. Efecto antioxidante del S. ebulus.

Un antioxidante se define habitualmente como "cualquier sustancia
que, cuando estd presente en concentraciones bajas en comparacion a las de
un sustrato oxidable, retrasa o impide significativamente la oxidacion de ese
sustrato” (Rhee y cols., 2009; Halliwell y cols., 1995; Wiseman y cols.,
1997; Mates y cols., 1999).

Los antioxidantes son de interés porque ayudan a proteger el cuerpo
humano contra el dafio inducido por radicales libres que inducen la aparicion
de cancer, la arterioesclerosis y el envejecimiento (Rhee y cols., 2009;
Aruoma., 2003; Cho y cols., 2006). Se han realizado numerosos estudios
para cuantificar la capacidad antioxidante de los alimentos, en particular los
vegetales.

S. ebulus es particularmente rico en substancias antioxidantes, en
particular substancias fendlicas simples como 4cidos fendlicos y
flavonoides, entre ellos los antocianos (Kiselova y cols., 2006). Aunque no
se ha estudiado se cree que los frutos maduros son fuente de vitaminas en

particular las antioxidantes C y E. La capacidad antioxidante in vitro de los
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extractos acuosos de S. ebulus se correlaciona muy bien con el contenido en

polifenoles (Kiselova y cols., 2006).
1.5. COMPUESTOS FENOLICOS.

Los fenoles o compuestos fendlicos son compuestos organicos cuyas
estructuras moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo
aromatico unido al menos a un grupo funcional. Muchos son clasificados
como metabolitos secundarios de las plantas. En general son sintetizados por
una de estas dos vias biosintéticas: la ruta del acido shikimico o la via del
acido malonico (o por las dos, por ejemplo los flavonoides).

Los compuestos fenolicos de las plantas son un grupo heterogéneo de
productos con mas de 10.000 compuestos. Algunos son solubles en
solventes orgdnicos, otros son glucosidos o acidos carboxilicos y por lo
tanto solubles en agua, y otros son polimeros muy grandes e insolubles.

Este grupo también juega una variedad muy heterogénea de funciones
biologicas en las plantas, como por ejemplo como defensa ante herbivoros y
patdgenos; otros proveen de soporte mecanico a la planta; otros atraen
insectos polinizadores o dispersores de frutos; algunos de ellos absorben la
radiacion ultravioleta, o actlan como agentes alelopaticos (agentes que
reducen el crecimiento de plantas competidoras que estén cerca). Los
compuestos fendlicos son atrapadores de radicales libres. EI mecanismo de

reaccion es el descrito en la figura 12.
OH

ROS H

OOR
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Figura 12. Mecanismo de reaccion de los compuestos fendlicos. Los
compuesto fendlicos se oxidan por substancias fuertemente oxidantes y
por radicales libres generando quinonas.

En esta reaccion el fenol se oxida a quinona y después a perdxido (-
OOR). EI peroxido mas sencillo es el peroéxido de hidrégeno (nombre
vulgar: agua oxigenada) de formula H,O, (HO-OH). Los perdxidos
superiores se forman sustituyendo un hidrogeno del HO-OH por un resto R
(RO-OH). Cuando el peroxido se forma en una biomolécula, se pierde la
funcién de dicha biomolécula y ello puede provocar dafios serios en el

funcionamiento de las células y los tejidos.

1.5.1. Fenoles simples.

1.5.1.1. Fenilpropanoides simples.

Tienen un esqueleto basico de fenilpropanoide (un anillo aromatico unido a
una cadena de 3 carbonos). Ejemplos: 4cido trans-cindmico, acido p-
cumarico, y sus derivados como el acido cafeico. El acido cafeico es
considerado un poderoso antitumoral y entre los alimentos que lo contienen
estan: cruciferas (coles, coles de Bruselas, rdbanos), apio, naranjas, limones,

calabazas, higos, lechuga, etc.

1.5.1.2. Lactonas fenilpropanoides o ésteres ciclicos.

Se les denomina también cumarinas. Poseen un esqueleto
fenilpropanoide pero el propano estd ciclado. Ejemplos: la umbeliferona
(una cumarina simple). Originalmente la cumarina se aislo6 del haba de

Tonka. Su rol en las plantas parece ser de defensa, dandole propiedades de
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rechazo a la alimentacion, antimicrobiana, captadora de radiacion UV e
inhibidora de la germinacion.

La propiedad de rechazo a la alimentacion que poseen las cumarinas
puede ser correlacionada con el efecto que provoca como alimento en los
animales. La ingesta de plantas como el trébol, rico en cumarinas, puede

causar hemorragias internas en mamiferos.

1.5.1.3. Derivados del acido benzoico.

El esqueleto es un anillo aromatico unido a un carbono. Son formados
a partir de fenilpropanoides. Ejemplos: la vainillina, el acido salicilico. El
acido salicilico (o acido 2-hidroxibenzoico) recibe su nombre de Salix, la
denominacion latina del sauce de cuya corteza fue aislado por primera vez.
Se trata de un sélido incoloro que suele cristalizar en forma de agujas. Tiene
una buena solubilidad en etanol y éter. Este producto sirve como materia
prima para la obtencidn del &cido acetilsalicilico, comercialmente conocido
como Aspirina. El 4cido salicilico aparece en el comino y el dacido

vainillinico en la salvia.

1.5.2. Fenoles complejos.

Los fenoles complejos los podemos clasificar en lignanos y
Flavonoides. En funcién de los diversos sustituyentes y su colocacion
espacial, aparecen diversas familias de flavonoides. Los flavonoides se
biosintetizan en todas las "plantas terrestres" o embriofitas, y también en
algunas algas como la Charophyta, y aunque todas las especies comparten la
via biosintética central, poseen una gran variabilidad en la composicion

quimica de sus productos finales y en los mecanismos de regulacion de su
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biosintesis, por lo que la composicion y concentracion de flavonoides es
muy variable entre especies y en respuesta al ambiente. Las familias mas
importantes son flavanoles, flavanonas, flavonas, flavonoles, isoflavonas y

antocianos.

1.5.3. Antocianos.

La calidad y madurez de los frutos rojos o negros procedentes de
diversos tipos de plantas de interés alimentario o farmacéutico se determina
parcialmente por la intensidad de su color. Estas bayas deben su color a
diferentes tipos de compuestos polifenodlicos entre los que destacan desde un
punto de vista cuantitativo los antocianos. Las antocianidinas son los
constituyentes basicos de este tipo de compuestos y estan formados por un
anillo aromatico (C6) unido a un anillo heterociclico (C3) que contiene un
oxigeno protonado y unido a su vez a un tercer anillo aromatico (C6). Las
diferencias entre las distintas antocianidinas caracterizadas, radican en el
numero de hidroxilos, la naturaliza, posicion y nimero de restos azucarados
unidos a esta estructura basica, asi como del numero de restos de acidos
alifaticos o aromaticos unidos a estos azlicares.

En los ultimos afios, diversos estudios han puesto de manifiesto que
estos compuestos poseen propiedades farmacologicas muy interesantes
relacionadas con diversas patologias cardiovasculares, inmunolégicas,
antiinflamatorias o anticancerigenas entre otras, por lo que ha surgido un
creciente interés en caracterizarlos.

De entre las variedades europeas de saucos, todas ellas ricas en
compuestos fendlicos, el satico negro (Sambucus nigra L.) ha sido la mas
estudiada. Los principales antocianos identificados en esta especie son la

cianidina-3-sambubiosido, cianidina-3-glucosido, cianidina-3-sambu-
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biosido-5-glucosido,  cianidina-3,5-diglucosido,  cianidina-3-rutinosido,
pelargonidina-3-glucosido y la pelargonidina-3-sambubiosido (Wu y cols.,
2004; Kaack y cols., 2008). En la figura 13 se presentan las estructuras de

tres cianidin-glucosidos importantes en S. nigra.

Figura I3. Estructura de cianidin-glucosidos. Izquierda cianidin-3-
glucosido; centro: cianidin-3,5-di-O-glucosido; derecha: cianidin-3-
sambubiodsido. Las estructuras estan en forma de clorhidrato.

Figura I4. Degradacion de cianidinas en funcion del pH. Parte superior:
transformaciones dependientes del pH. Parte inferior: degradacién a
aldehido fenoélico y acido fendlico.

Los antocianos son estables a pH acido, por lo que resisten el paso

gastrico sin alterar su estructura antocidnica. A pH cercano a la neutralidad
el anillo antocianico (C) se abre dando lugar a un compuesto denominado

chalcona (Figura 14).

28



Los glucosidos se degradan a sus aglicanos correspondientes por
accion de glucosidasas, tanto en los tejidos vegetales como en el tracto

gastrointestinal de los mamiferos.

deglucosilacion

I
\n/c)+

0-Gic

OH

Cianidin-glucdsido Glucosil-chalcona

chalcona

apertura del anillo B apertura del anilla A

OH

COOH COOH
# CHO
& | 8 |
H H HO oH

acida prot:atéuquico 4cido para-hidroxibenzsico floroglucinaldehico
Figura I5. Degradacion de los cianidin-glucosidos por apertura de los
anillos A, By C. Adaptado de Sadilova y cols., (2007).

Por otro lado, la degradacion completa implica la apertura del anillo C
para su conversion en chalcona, la deglicosilacion y la apertura de los otros
dos anillos A y B para rendir &acido protocatéuquico, acido para-
hidroxibenzoico y floroglucinaldeido (Figura I5).

El Cianidin-3-glucésido es uno de los monoglucosidos mas
importantes aislados de las bayas, incluidas las de S. nigra, del que se han
descrito sus propiedades antitumorales en modelo de raton frente a células

de carcinoma de pulmén humano en modelo de raton inmunodeprimido

(Ding y cols., 2006).
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1.6. TOXICIDAD DEL SAUCO.

El consumo directo de frutos verdes, corteza o brotes de hojas de
sauco produce nduseas y vomitos cuya gravedad depende del grado de
madurez de los frutos (Font-Quer, 1999). Los efectos pueden ser tan graves
que incluso pueden provocar intoxicaciones gastrointestinales serias
similares a las provocadas por la ingesta de frutos de Ricinus communis
(Arteche y Uriarte., 1994), causada por la presencia de ricina, una proteina
muy téxica (Olsnes, 2004). Efectos gastrointestinales similares produce la
ingestion de corteza o de brotes de hojas de saico que tienen un fuerte
caracter purgante (Olsnes y Pihl, 1982).

La decoccion de los frutos, la corteza o los brotes de hojas de saftico,
elimina la toxicidad (Font-Quer, 1999). Este tipo de efectos hacen pensar que
esta toxicidad estd relacionada con sustancias termolabiles que son mas
abundantes en los frutos verdes y la corteza. Se piensa que pueden ser
proteinas, aunque no se descartan sustancias orgdnicas con bajo peso
molecular como las sustancias cianogenéticas que pueden liberar acido
cianhidrico al hidrolizarse, aunque no sea suficiente para explicar la
intoxicacion por cianhidrico ni la baja concentracion, ni los sintomas de
intoxicacion.

Por otra parte los efectos toxicos causados por la ingesta de frutos
verdes, corteza y brotes de hoja a nivel intestinal ya descritos, nauseas,
vomitos, dolor intestinal, hemorragias intestinales, etc., (Vanaclocha y
Caifiigueral., 2003), coinciden con los resultados obtenidos por la accion de
dos lectinas con actividad antirribosomica, nigrina y ebulina, al ser

administradas por via intravenosa a alta concentracion a ratones.
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1.7. PROTEINAS INACTIVADORAS DE RIBOSOMAS (RIPS:
RIBOSOME-INACTIVATING PROTEINS).

Las proteinas inactivadoras de ribosomas estdn ampliamente
distribuidas en el reino vegetal y se han descubierto también en otros reinos.
Se caracterizan por presentar actividad inhibidora de biosintesis de proteinas
llevada a cabo por los ribosomas, de ahi su nombre (Girbés y cols., 2004). A
pesar del gran nimero de trabajos sobre estas proteinas su papel en el
organismo que la produce es todavia desconocido. Diversos autores
(Peumans y Van Damme., 1995; Girbés y cols., 2004; Puri y cols., 2012;
Stirpe., 2013) sugieren que estas proteinas forman parte del sistema de
defensa de la planta frente a depredadores como insectos (Peumans y Van
Damme., 1995), patdégenos como virus (Girbés y cols., 1996) y hongos
(Corrado y cols., 2005).

La clasificacion actual de las RIPs las divide en dos categorias, las de
tipo 1 y las de tipo 2 (Girbés y col., 2004). Las de tipo 1 estan formadas por
una Unica cadena polipeptidica que es la que presenta la actividad inhibidora
de la sintesis de proteinas. Las de tipo 2 presentan dos cadenas
polipeptidicas diferentes, una denominada cadena A que presenta la
actividad inhibidora de la sintesis de proteinas y que es equivalente a la
cadena unica de las RIPs de tipo 1, y una segunda cadena denominada B que
tiene propiedades de lectina. Las RIPs de tipo 2 pueden también estar
formadas por dimeros unidos por fuerzas no covalentes, donde cada dimero
es una molécula de dos cadenas polipeptidicas, equivalente cada una a una
RIP de tipo 2.

Las RIPs de tipo 2 tienen la capacidad de atravesar las membranas
celulares debido a que reconocen y pueden unirse a los receptores de

membrana plasmatica y entrar en el citosol (Girbés y col., 2004), lo que hace
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que algunas de ellas como ricina, abrina, volkensina, viscumina y modeccina
sean extremadamente toxicas. Otras en cambio pueden ser mucho menos
toxicas que la ricina, como la ebulina y la nigrina (Girbés y cols., 2004), y por
eso se las ha conocido como no téxicas para células humanas cultivadas y para
ratones de ensayo. Las RIPs de tipo 1 no reconocen a los receptores de
membrana plasmatica por lo que no pueden utilizarlos para atravesar la

membrana y esto hace que sean menos toxicas que las de tipo 2.
1.7.1. Lectinas antirribosémicas de Sambucus ebulus.

En la tabla Il se muestran todas las lectinas con actividad
antirribosdémica descubiertas hasta la fecha. La letra que acompana al

nombre hace referencia a la parte de la planta de donde se aisla la proteina.

Tabla I1. Lectinas antirribosomicas de Sambucus ebulus.

Especie Tejido Proteina Pm aparente
Cadena A Cadena B
S. ebulus Hojas ebulin | 26.000 30.000
Frutos ebulin 26.000 30.000
Rizomas SEA 1 67.000 67.000
Rizomas ebulin rl 26.000 30.000
Rizomas ebulin r2 26.000 30.000

La ebulina 1 del S.ebulus y la nigrina b de S. nigra fueron las primeras
lectinas antirribosomicas que se aislaron en la familia Sambucaceae (Girbés

y cols., 1993a, b).
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La ebulina | forma parte de una familia de proteinas parecidas a la
ricina pero cuya toxicidad in vivo y en células animales cultivadas es de
1.000-5.000 veces menor (Girbés y cols., 2004). La ebulina 1, que es
isoforma aislada de las hojas, inhibe la biosintesis de proteinas llevada a
cabo en lisados de reticulocitos de conejo con una ICsy de 0,15 nM, valor
muy cercano al de la ricina en las mismas condiciones (ICsy de 0,1 nM).
Ebulina 1 inhibe también otros sistemas acelulares de biosintesis de proteinas
derivados de tejidos de mamifero.

La ebulina 1 estd compuesta por una cadena A (26 kD), que presenta la
actividad enzimatica responsable de la inhibicion de la biosintesis de
proteinas y una cadena B (30 kD responsable de la actividad lectina, que en
el entorno de 50 ug/ml es capaz de aglutinar completamente eritrocitos
humanos del grupo O+). La cadena A presenta similitud secuencial con las
RIPs monocatenarias de la familia Cucurbitaceae, mientras que la cadena B
posee homologia secuencial con la cadena B de la ricina y las lectinas no
antirribosomicas de Sambucus (Girbés y cols., 2004)

La isoforma ebulina f se aisla de frutos verdes de S. ebulus, aunque
no se encuentra en los frutos maduros y es algo més activa sobre los
ribosomas de lisados de reticulocito de conejo que la ebulina | y también

mas toxica en células HeLa (Citores y cols., 1996a).

1.7.2. Toxicidad de ebulina en ratones.

Una de las mayores diferencias entre la familia de las lectinas
antirribosomicas del sauco y la ricina es la baja toxicidad que tienen sobre
c¢lulas animales en cultivo y en los animales de experimentacion, ratas y

ratones (Girbés y cols., 1993a). Asi tenemos que la ICsy de ebulina 1 en
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c¢lulas HelLa es 64,3 nM (unas 60.000 veces superior que la ICsy de la
ricina).

En la experimentacion con animales, la dosis de administracion
intraperitoneal de ebulina f a ratones es de 2-3 mg/kg de su peso corporal
(Jiménez y cols., 2013a), mientras que para la ricina es de 8 pg/kg. La baja
toxicidad de la ebulina con respecto a la ricina en células en cultivo podria
deberse a las diferencias en sus cadenas B segiun se desprende de los

estudios cinéticos y de transporte intracelular (Svinth y cols., 1998).
1.7.3. Lectinas no antirribosomicas.

Las lectinas homodiméricas (Tabla 12) resultan de la union de dos
cadenas polipeptidicas iguales unidas por un puente disulfuro, en el caso de
las monoméricas la cisteina que forma el puente disulfurico por mutacion

desaparece y no permite formar los dimeros (Girbés y cols., 2008).

Tabla 12. Lectinas del S. ebulus sin actividad antirribosémica.

Especie | Tejido | Proteina |Pm. ap.

S.ebulus | Hojas SELIm 34.000
Hojas SELId 68.000
Frutos SELfd 68.000

Rizomas SEA II 33.500

1.8. ETAPA DE LA BIOSINTESIS DE PROTEINAS AFECTADA
POR EBULINA.
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Comose indica en la figura 16, son tres las etapas que conforman el
complejo proceso de la elongacion de las cadenas polipéptidicas
(Kaczanowska y Rydén-Aulin, 2007; Youngman y Green, 2007; Wilson y
Nierhaus, 2006):
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Figura 16. Alteracion de la etapa de elongacion en la sintesis de
proteinas en organismos eucaridticos por la accion catalitica de las
RIPs. El efecto de las RIPs no permite la interaccidon del ribosoma con el
factor de elongacion G de los procariotas o del factor EF-2 en los eucariotas
produciendo la interrupcion de la sintesis de proteinas al no ser posible la
translocacion del peptidil-ARNt del sitio ribosémico aceptor (A) al sitio
donador (P). La secuencia de fases de la elongacion son (a) la fijacion del
peptidil-ARNt, (b) la formacion del enlace peptidico y (¢) la translocacion.
(Jiménez y cols., 2012b).

1%.- la fijacion de aminoacil-ARNt al sitio ribosdmico aceptor o sitio

A, que se encuentra vacio al iniciar el ciclo de elongacion.
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2% - la formacién del enlace peptidico entre el peptidil-ARNt presente
en el sitio ribosdmico donador, o sitio P, y el aminoacil-ARNt presente en el
sitio ribosdmico aceptor.

3%.- la translocacion del nuevo peptidil-ARNt formado desde el sitio A
al sitio P, que contintia con la eyeccion del ARNt deacilado presente en el
sitio P y el avance del ribosoma respecto al ARN mensajero en la longitud

de un codon.

Para la fijacion del aminoacil-ARNt se forma un complejo ternario
con factor de elongacion 1 en los eucariontes y Tu en los procariontes, y
GTP, con una estequiometria 1:1:1. Este proceso hidroliza el GTP a GDP y
ortofosfato, utilizandose la energia liberada en la separacion rapida de los
factores de elongacion (Girbés y cols., 1976; Girbés y cols., 1977).

Cuando el peptidil-ARNt se encuentra en el sitio donador y el
aminoacil-ARNt ocupa su lugar en el sitio aceptor, se completa la formacion
del enlace peptidico entre el peptidilo y el aminoacido formando un peptidil-
ARNTt que esta situado en el sitio A y tiene un aminoacido mas que el inicial.

Seguidamente se produce la translocacion del peptidil-ARNt formado,
favorecida por los factores de elongacion 2 en los eucariontes y G en los
procariontes, formando un complejo binario con GTP. Posteriormente a la
translocacion se completa la hidrolisis de GTP a GDP y ortofosfato,
reaccion que produce la energia utilizada en la liberacion del ARNt
deacilado que se encuentra en el sitio de salida del ARNt, o sitio E (Spiegel
y cols., 2007) y de los factores de translocacién 2 y G (Modolell y cols.,
1975; Girbés y cols., 1976; Spiegel y cols., 2007). En conclusion, la
interrupcion en la sintesis de las proteinas estd provocada por la
depurinacion del ARNr que impide al ribosoma fijar los factores de

elongacién en la etapa de translocacion de las cadenas polipeptidicas.
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Se ha constatado también que las RIPs pueden actuar sobre acidos
nucleicos no ribosémicos (Nielsen y Boston, 2001; Barbieri y cols., 1997).
Esto justifica la denominacion de las RIPs como N-glucosidasas (Barbieri y

cols., 1997).

1.9. MECANISMO DE ACCION MOLECULAR DE EBULINA L.

En 1987, casi un siglo después del descubrimiento de la ricina, se fijé
y describio el proceso molecular por el que ejercen su efecto sobre el
ribosoma de las células, la ricina y otras lectinas antirribosémicas, e incluso
proteinas inactivadoras de ribosomas sin actividad lectina (Endo y Tsurugi.,
1987). La toxina Shiga y la ricina ejercen como N-glucosidasas sobre el
ARN mayor de los ribosomas de mamiferos y en otros casos en plantas,
bacterias y hongos (Barbieri y cols., 1993; Stirpe y Battelli., 2006).

En la figura I7 se muestra el esquema del mecanismo de accion de las
lectinas antirribosdémicas realizando una depurinacién que consiste en la
hidrélisis del acido ribosomico mayor del ribosoma. Este mecanismo es
similar en todos los sistemas mencionados anteriormente.

La adenina eliminada es el centro de un bucle bien conservado a lo
largo de la evolucidon, que muestra las secuencias nucleotidicas del ARNr
mayor de diversas especies animales, vegetales y microbianas. Esta adenina
eliminada por la accidon de las proteinas antirribosémicas se encuentra junto
a la posicidén de accion de de ARNasas muy especificas de hongos, como
son la a-sarcina de Aspergillus giganteus (Endo y Wool. 1982), y las
restrictocina y mitogilina de Aspergillus restrictus (Lopez-Otin y cols.,
1984; Fando y cols., 1985). El resultado en estos casos es el mismo, la
inhibicion de la sintesis de proteinas de manera irreversible. Con otras

proteinas como las inactivadoras de ribosomas SLT de Escherichia coli,
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ricina de Ricinus communis y ebulina de S. ebulus se produce el mismo

efecto.

CDc_E

.

|

O
Oy

POFO0

{ s
>00Cm®0

(e (o

4304 ) 5343

55UGGU CAGA &
ARNr 28S de rata

a-sarcina

Figura I7. Secuencia de nucledtidos del bucle del ARNr responsable de
la interaccion del factor de elongacion 2. La figura de la izquierda
representa la estructura secundaria del ARNr 28S del ribosoma de rata
donde el efecto de la RIP produce la eliminacién de una adenina (sefialada
en negrita). La figura de la derecha muestra la posicion de interaccion de la
ribonucleasa fingica a-sarcina en la union con la ribosa siguiente con el
esqueleto de polifosfato del ARNr (Girbés y cols., 2004; Jiménez y cols.
2012b).

1. 10. VARIACION ESTACIONAL DE LAS LECTINAS DE
SAMBUCUS.

De las hojas maduras de S. ebulus se aislaron ebulina 1 y la lectina
dimérica relacionada denominada SELId (Girbés y cols., 1993b; Rojo y
cols., 2003). La concentracion de cada una de estas proteinas depende del
estadio de desarrollo de las hojas, asi la ebulina 1 que aparece en los brotes
jovenes y hojas maduras y progresivamente desaparece al pasar las hojas a
estado senescente, por el contrario la SELId que inicialmente en los brotes y

hojas jovenes se encuentra en pequefias concentraciones, al madurar las
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hojas aumenta su concentracion hasta ser practicamente la unica lectina que
se encuentra en las hojas senescentes (Rojo y cols., 2003).

Por otro lado, la ebulina f es una proteina inactivadora de ribosomas
similar a ebulina 1 pero presente en los frutos de S. ebulus que tiene la
capacidad de polimerizarse a diferencia de otras como la ebulina 1 de hojas
que no lo hace, hecho este que sugiere una funcién de almacenamiento de

proteina (Citores y cols., 1996a).

1.11. ESTRUCTURA DE EBULINA L.

1.11.1. Secuencia aminoacidica de ebulina I.

Se han realizado estudios sobre la estructura de los genes que
codifican a ebulina I (Pascal y cols., 2001) y nigrina b (Van Damme y cols.,
1996) y asi compararlos con los de ricina (Lord y cols., 1994). En las figuras
8 y 9 se presentan las estructuras primarias deducidas de la secuencia de los
genes de la nigrina b y de la ebulina 1 en comparacién con la estructura

primaria de la ricina (Pascal y cols., 2000; Lord y cols., 1994).
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1 EBULINA
2 RICINA

1 EBULINA
2 RICINA

1 EBULINA
2 RICINA

1 EBULINA
2 RICINA

1 EBULINA
2 RICINA

1 EBULINA
2 RICINA

1 EBULINA
2 RICINA

10 20 30 40 50

| | | | |
MR-VVKAAMLYLHIVVLAIYSVGIQG----- ID-—————- YPSVSFNLAG
MKPGGNT IVIWMYAVATWLCFGSTSGWSFTLEDNNIFPKQYPIINFTTAG

60 70 80 90 100

| | | | |
AKSTTYRDFLKNLRDRVATGTYEVNGLPVLRRESEVQVKNRFVLVRLTNY
ATVQSYTNFIRAVRGRLTTGADVRHE IPVLPNRVGLP INQRFILVELSNH

110 120 130 140 150

| | | | |
NGDTVTSAVDVTNLYLVAFSANGNSYFFK-DATELQK--SNLFLGTT-QH
AELSVTLALDVTNAYVVGYRAGNSAYFFHPDNQEDAEAITHLFTDVQNRY

160 170 180 190 200

| | | | |
TLSFTGNYDNLETAAGTRRESIELGPNPLDGAITSLWYDGG—--——-- VA
TFAFGGNYDRLEQLAGNLRENIELGNGPLEEAISALYYYSTGGTQLPTLA

210 220 230 240 250

| | | | |
RSLLVLIQMVPEAARFRY IEQEVRRSLQQLTSFTPNALMLSMENNWSSMS
RSF1ICIQMISEAARFQY IEGEMRTRIRYNRRSAPDPSVITLENSWGRLS

260 270 280 290 300

| | | | |
LEVQLSGDNVSPFSGTVQLQNYDHTPRLVDNFEELYKITGIAILLFRCVA
TAIQES--NQGAFASP IQLQRRNGSKFSVYDVSILIPI--1ALMVYRCAP

310 320 330

| | |
TKTTHNAIRMPHVLVGEDNKFN 298
PPSSQF-————————mmem - 302

Figura I8. Estructura primaria de cadena A de ebulina l y ricina.

37
50

87
100

133
150

176
200

226
250

276
296

40



10 20 30 40 50

| | | | |
1 EBULINA 1 DGETCAIPAPFTRRIVGRDGLCVDVRNGYDTDGTPIQLWPCG--TQRNQQ 48
2 RICINA -ADVCMDPEP IVR-1VGRNGLCVDVRDGRFHNGNATQLWPCKSNTDANQL 48

60 70 80 90 100

I I I I I
1 EBULINA I WTFYNDKT IRSMGKCMTANGLNSGSY IMITDCSTAAEDATKWEVL IDGS1 98

2 RICINA WTLKRDNTIRSNGKCLTTYGYSPGVYVMIYDCNTAATDATRWQIWDNGTI 98

110 120 130 140 150

I I I I I
1 EBULINA I INPSSGLVMTAPSGASRTTLLLENNIHAASQGWTVSNDVQPIATLIVGYN 148

2 RICINA INPRSSLVLAATSGNSGTTLTVQTNIYAVSQGWLPTNNTQPFVTTIVGLY 148

160 170 180 190 200

I I I I I
1 EBULINA I EMCLQANGENNNVWMEDCDVTSVQQQWALFDDRT IRVNNSRGLCVTSNGY 198

2 RICINA GLCLQAN--SGQVWIEDCSSEKAEQQWALYADGS IRPQQNRDNCLTSDSN 196

210 220 230 240 250

I I I I I
1 EBULINA I VSKDL IVIRKCQGLAT-QRWFFNSDGSVVNLKSTRVMDVKESDVSLQEVI 247

2 RICINA IRETVVKILSCGPASSGQRWMFKNDGT ILNLYSGLVLDVRASDPSLKQI I 246

260 270 280

I I I
1 EBULINA I IFPATGNPNQQWRTQVPQI 266

2 RICINA LYPLHGDPNQIWLPLF--- 262

Figura I9. Estructura primaria de cadena B de ebulina 1 y ricina.

1.12. TRANSITO INTRACELULAR DE LAS LECTINAS
ANTIRRIBOSOMICAS DE S. EBULUS.

La diferencia funcional fundamental entre ebulina 1 y ricina estd en la

cadena B que es responsable de la interaccion de estas RIPs con los receptores
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de la membrana plasmatica que permiten su internalizacion en el citosol
(Svinth y cols., 1998; Pascal y cols., 2001). Los estudios de toxicidad y de
captacion dependiente de fase fluida de la cadena A aislada de la ricina
muestran como ambos procesos son iguales a los que permiten la
internalizacion de las RIPs monocatenarias sin actividad lectina (Svinth y
cols., 1998). Las diferencias entre las cadenas B de la ricina y de la ebulina 1
son la causa de la falta de toxicidad de la ebulina, ya que disminuye en gran
medida su afinidad por los galactésidos (Pascal y cols., 2001).

En la figura 110 se presenta un modelo hipotético de las primeras etapas
del trafico intracelular de la ebulina, la nigrina y la ricina, que como podemos

comprobar siguen caminos diferentes.

ehulinafnigrin .
ricina Espacio extracelular

h .

AB . ‘|

Membrana plasmdatica

citosal

Fijacion
receptares 'Il 1 .
P “coated pits”
clatrina

internalizacion

y ‘
@dosoma

tempranos

CAVEOE0Mma

Bioguea a T<18°C

Golgi-trans

hrefeldina A

Aparato de Golgi

Golgi-cis

L ]
endosoma \
tardio
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secrecion
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Figura 110. Rutas intracelulares seguidas por ebulina y ricina. (Jiménez y

cols., 2012b).
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La ruta seguida por las moléculas de ricina para alcanzar el citosol de
las células se inicia con su internalizacion mediante receptores de membrana y
su integracidbn en compartimentos endosomicos sensibles al NH4CI,
seguidamente pasa por compartimentos sensibles a la temperatura que se
bloquean a 18° C y finalmente la ricina es translocada en el aparato de Golgi,
este proceso es sensible a la brefeldina A que es una droga que tiene un efecto
desorganizador del aparato de Golgi (Battelli y cols., 1997). Solo unas pocas
moléculas de ricina alcanzan el citosol a través del aparato de Golgi y son
eficaces para inactivar los ribosomas, ya que la mayor parte de la ricina
internalizada es degrada completamente en los lisosomas (Battelli y cols.,
2005).

Aunque los estudios de internalizacion de las RIPs de Sambucus se han
realizado con nigrina b (Battelli y cols., 2005), dada la similitud de nigrinab y
ebulina 1 se acepta que ambas, nigrina b y ebulina 1, se internalizan
aproximadamente de la misma manera. La ruta seguida por nigrina/ebulina es
inicialmente la misma que la seguida por la ricina. Cuando ebulina se
internaliza pasa por endosomas sensibles a NH4Cl y continua por lisosomas
donde se degrada en su mayor parte. Finalmente no logra alcanzar el aparato
de Golgi.

Desde los endosomas, las rutas de nigrina/ebulina y ricina son diferentes
ya que los efectos antirribosémicos de nigrina/ebulina que se producen a altas
concentraciones son independientes de la temperatura e insensibles a la
brefeldina A. En el caso concreto de nigrina b se ha visto que practicamente
todas las moléculas de lectina son transportadas desde los endosomas hasta los
lisosomas donde son completamente degradadas (Battelli y cols., 2005).

Con concentraciones 4 6 5 veces superior a la ricina se llegan a
acumular suficientes moléculas de nigrina/ebulina en los endosomas como

para forzar su translocacion espontanea desde los endosomas hasta el citosol.
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La diferencia entre las rutas intracelulares seguidas por nigrina/ebulina y ricina
puede estar en que los receptores de union de ambas proteinas sobre la
membrana plasmatica, sean diferentes (Pascal y cols., 2001; Mufioz y cols.,
2001).

Por otra parte, la diferente toxicidad de la ricina y la ebulina podria
tener relacion con el hecho de que la toxicidad de la ricina contribuya a una
actividad lipasa inherente a las subunidades A-B localizada en un sitio
conformado por residuos pertenecientes a las dos subunidades (Morlon-
Guyot y cols., 2003). Esta actividad ayudaria a que algunas moléculas de
ricina pudieran alcanzar el reticulo endoplasmatico mas facilmente y
finalmente el citosol. La ausencia de este sitio con actividad lipasa en sus
moléculas podria ser la causa de la baja toxicidad de las lectinas
antirribosomicas no téxicas (Morlon-Guyot y cols., 2003). Esta ausencia de
actividad lipasa obligaria a nigrina/ebulina a continuar la ruta degradativa

lisosdmica inevitablemente.

1.13. UTILIZACION DE LA EBULINA EN LA CONSTRUCCION DE
CONJUGADOS E INMUNOTOXINAS CONTRA BLANCOS
CELULARES IMPLICADOS EN EL CANCER.

Las lectinas y las proteinas inactivadoras de ribosomas de S. ebulus se
han utilizado para la construccion de nuevos farmacos experimentales contra
el céancer. Entre ellos se encuentran las inmunotoxinas antivasculares
construidas frente a uno de los receptores del TGF- denominado CD105 o
endoglina. Otros farmacos diana construidos con proteinas de S. ebulus han
sido los conjugados con trasferrina activos sobre células tumorales que sobre

expresan el receptor de transferrina.
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1.14. INMUNOTOXINAS ANTIVASCULARES CONTRA LOS
TUMORES.

El desarrollo del tumor se caracteriza por el establecimiento de una
red vascular que abastece a la masa del tumor de oxigeno y nutrientes. La
induccién de una red depende de factores proangiogénicos liberados por las
c¢lulas tumorales (Benitez y cols., 2005; Hanahan y Folkman., 1996;
Folkman., 1995). El crecimiento de las células cancerosas en el tumor crea
una presion positiva que impide la entrada de medicamentos. Esto hace que
los tratamientos convencionales de quimioterapia reduzcan su eficacia y
pierdan parte de su potencial terapéutico (Benitez y cols., 2005; Jain., 1990).

Uno de los avances en la terapia experimental contra los tumores

consiste en la supresion de la formacion de vasos del tumor (neovasculatura)
que evitara el crecimiento de un gran nimero de células cancerosas
(Folkman., 1995). Como se indica en la figura 111, la destruccion de la
neovasculatura conlleva la destruccion parcial o total de la misma (Mufioz y
cols., 2013).
Otra forma de actuar contra los tumores consiste en atacar los vasos ya
formados con farmacos dirigidos contra proteinas presentes en la
neovasculatura, como los receptores del TGF-B denominado CD105 o
endoglina, con inmunoconjugados e inmunotoxinas (Benitez y cols, 2005).

Estos farmacos experimentales estan constituidos por dos partes, una
parte conductora (anticuerpo monoclonal frente a la proteina blanco o una
lectina) y una parte efectora toxica (proteinas inactivadora de ribosomas de
origen vegetal, quimioterdpicos, isoOtopos radioactivos) que una vez
identificado el blanco celular lo destruye.

Las proteinas de S. ebulus se han utilizado en la construccion de

conjugados e inmunotoxinas (Benitez y cols., 2005; Citores y cols., 2002).
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Figura I11. Ataque de la neovasculatura tumoral con inmunotoxinas. El
tumor presenta una fina capa capilar que nutre la masa tumoral con oxigeno
y nutrientes (A). Las inmunotoxinas contra la neovasculatura destruyen la
red capilar y provocan el colapso del tumor (B). Girbés, 2009 (modificado
de Folkman., 1996).

1.15. CONJUGADOS CON TRANSFERRINA CONTRA CELULAS
TUMORALES.

Todas las células humanas expresan normalmente el receptor de
transferrina (Cheng y cols., 2004). En contraste, las células malignas sobre
expresan dicho receptor varias veces mas que las células normales (Singh y
cols., 2011). Por ello el receptor de transferrina se ha convertido en blanco
de la terapia con farmacos diana de diverso tipo (Daniels y cols., 2012).

Las proteinas nigrina b de S. nigra y ebulina 1 de S. ebulus se han
utilizado para la construccion de conjugados con transferrina humana que
han demostrado ser activos frente a células cancerosas creando una ventana

terapéutica que podria ser de utilidad en la terapia experimental del cadncer

(Citores y cols., 2002).
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2. OBJETIVOS DE LA TESIS.
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En base a los antecedentes presentados se propusiereon los siguientes

objetivos:

1. Medida de los fenoles totales, capacidad antioxidante, vy
antocianidinas de las siguientes partes del S. ebulus: umbelas de frutos
verdes, umbelas de frutos maduros, frutos verdes, frutos verdes
pequetios, apices, brotes, flores, hojas maduras y frutos maduros,
mediante los métodos de Folin-Ciocalteau, CUPRAC, DPPH vy
diferencial de pH.

2. Estudio del efecto de la incubacion a 100°C sobre los fenoles totales,

la capacidad antioxidante de frutos maduros de S. ebulus.

3. Determinacion del contenido de cianidin-3-glucésido en las diferentes
partes del S. ebulus y su variaciéon con la incubacion a 100°C por

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

4. Estudio electroforético de los extractos acuosos de las diferentes

partes del S. ebulus.

5. Obtencion y aislamiento de nuevas lectinas especificas de D-galactosa

de las inflorescencias de S. ebulus.

6. Obtencion de datos estruturales de las lectinas encontradas y estudio

de los efectos toxicos de su administracion por via nasal a ratones.

48



3. MATERIALES Y METODOS.
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3.1. MATERIAL DE LABORATORIO.

3.1.1. Equipos.

Autoclave de esterilizacion Stericlav-S 110 Litros.
Agitador de tubos: Raypa.

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

Balanza de precision: KERN ABS.

Balanza: KERN 572.

Bafio de agua: Velp Scientifica (multistirrer 6).
Bafio Ultrasons H. Selecta.

Bomba de vacio. Ref. Biichi Vac V-500.
Célula con agitacion (concentrador): Amicon.
Centrifuga: Digiten-R ORTO ALRESA.
Columnas cromatograficas. GE Healthcare.
Concentrador de 50 y 10 ml: Amicon.

Congelador -24°C: Fagor.

Cubetas electroforéticas mini-VE Amersham Biosciences.

Disgregador MICCRA D-9 /RT.
Equipo de agua Hellix. Millipore.

Escaner CanonScan Lide 200 acoplado a un ordenador SAMSUNG NCI10.

Espectrofotometro: HEAIOS o Thermo.

Espectrometro de masas 4800 Proteomics Analyzer MALDI TOF/TOF.

Estufa: P.SELECTA 150 litros.

HPLC. Sistema modular cromatografico Jasco.

Columna para HPLC Spherisorb Relleno ODS-1 5 um.

Guarda-columna para HPLC. Phenomenex 4 x 3 mm relleno C18.

Interfaz LC-NET II/ADC.
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Desgasificador DG-2080-54.
Unidad de gradiente cuaternario LG-2080-04.
Bomba PU-2080 Plus.
Inyector UV-2070.
Horno CO-2065 Plus.
Equipo pHmetro: pH-meter basic 20 + CRISON.
Pipetas automaticas: Proline Plus de Biohit.

Pipeteador automatico: IsolabSonicador: P-Selecta.

3.1.2. Material fungible.

Botellas de vidrio de diversos volumenes, desde 5 ml hasta 5 litros.
Cubetas de cuarzo para espectrofotometro 104-QS Hellma 10mm.
Cubetas de plastico de espetrofotometria de 4,5ml.

Cubreobjetos de 12mm .

Espatulas.

Frascos Erlenmeyers de vidrio de diferentes volumenes.

Gradillas para tubos Falcon y para microtubos.

Guantes de latex.

Imanes agitadores.

Jeringuillas de plastico.

Matraces erlenmeyers de diferentes volumenes.

Membranas 450 47 mm 0,45um de Pall.

Membrana Inmobilon P de polivinilfluoruro (PVDF) 0,45 um.
Membranas de filtracion MF Millipore 0,45 pm.

Microtubos de pléstico de 1,5 y 2 ml.

Papel de filtro convencional (Afora).
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Papel de filtro Whatman N°3.

Parafilm M.

Pinzas y tijeras de acero inoxidable.

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

Placas Petri cuadradas.

Probetas de vidrio y de plastico de diferentes volumenes.

Puntas de pipeta automatica.

Puntas especiales de pipetas para cargar geles de poliacrilamida.
Tubos Falcon de 15 y 50 ml.

Tubo de silicona de diferentes diametros.

Vasos de precipitados de vidrio y plastico de diferentes volimenes.
3.1.3. Reactivos quimicos.

Todos los reactivos empleados en la realizacion de este trabajo
quedan incluidos en la siguiente tabla, siendo todos ellos de una alta pureza

(Tabla M1).

Tabla M1. Reactivos utilizados.

Reactivos Marca
Acetato de amonio Sigma
Acetona Merck
Acetonitrilo HPLC-isocratico 254 nm grade Scharlab
Acido acético Baker
Acido acético glacial Merck
Acido clorhidrico Merck
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Acido gélico

Acido ortofosférico
Acrilamida/bisacrilamida 37,5.1
Amonio acetato

Amonio persulfato

Amonio sulfato

Azul de Evans

Cloruro de cobre I1

Coomassie brillant blue G-250
Di-potasio hidrogeno fosfato
Dodecil sulfato sodico
DOPPH

DPPH

Etanol

Fosfato de potasio monobasico
Fosfato de sodio monobésico
Glutaraldehido

Glicerol

Glicina para electroforesis
Hidréxido de sodio
Kuramycin chloride

Lactosa

Metanol

N,N, dimetilformamida

N, N, N’, N’, tetrametiletileno
N-aceltilcisteina

Neocuproina

Patron de cianidin-3-glucésido

Sigma
Scharlab
Ameresco
Sigma
Sigma
Fluka
Sigma
Sigma
Panreac
Merck
Fluka
Aldrich
Aldrich
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Carlo Erba
Sigma
Panreac
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Fluka
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Peroxido de hidrégeno Sigma

Potasio sodio tartrato Panreac
Potasio cloruro Sigma
Potasio hidroxido Panreac
Potasio hidroxido 85 % Panreac
Quercitina Sigma
Reactivo de Folin-Ciocalteau Fluka
Sepharose 6B GE
Superdex 75 GE
Sigma marker (marcadores de masa molecular) Sigma
Sodio carbonato Panreac
Sodio cloruro Panreac
Sodio hidroxido Panreac
Sodio acetato Sigma
Sodio carbonato Sigma
Sodio dihidrégeno Merck
Sodio hidrégeno carbonato Panreac
Sodio hidroxido Baker
Sodio fosfato dibasico Sigma
Temed Sigma
Tris Roche
Trolox Aldrich
Trypsin Merck

Todas las soluciones se preparan con agua tipo Milli Q (Millipore), y
se esterilizan, cuando es necesario, en autoclave (Stericlav-S 110 litros) a

120° C y a 1 atmosfera de sobrepresion durante 20 minutos.
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3.1.4. Materiales biologicos.

3.1.4.1. Vegetales.

Como material vegetal empleado para la obtencion de los extractos
necesarios para la realizacion del presente trabajo, se han utilizado,
diferentes partes de S. ebulus recogido entre los meses de abril a julio en la

localidad de Barruelo del Valle (Valladolid) almacenados a -24° C.

124. NUEVAS CITAS PARA LA FLORA VALLISOLETANA. II

Jests Antonio LAZARO BELLO

New Torisife records for Valladolid province, If
Palabras clave. Coralogia, Mora vascular, Espafia, Valladolid.

Key words, Chorology, vascular flora, Spain, Valladolid.

Dando continuidad al trabajo emprendido
en los iltimos afios por algunos autores
(Delgado er al., 2001; Ldzaro Bello, 2002a; LAZARO BELLO, J. A. -2002a- Nuevas citas para
Lidzaro Bello, 2002b), que tiene por finalidad la flora vallisoletana. Acta Bot. Malacitana 27:
aumentar el conocimiento del catilogo 249.253.
floristico de la provincia de Valladolid, se ’
presentan veintiocho taxones que constituyen
primeras (sefialadas con un *) o segundas citas
para la flora vallisoletana, siendo, muchas de  Sgmbucus ebulus L.
éstas Gltimas, muy antiguas. VALLADOLID: Barruelo del Valle,
Paracada taxdén se indican las coordenadas 30TUM2715. 810 m, 18-VIII-2002, alrededores

U.T.M. para cuadriculas de | x | km, la altitud : _ o R blo. Ld-ar
y otros datos ecoldgicos. Dichos taxones estdn frescos y umbrosos de la iglesia del pueblo, Ldzaro

ordenados alfabéticamente, y para la Bello (SALA 108151).
nomenclatura y autoria de los mismos se sigue Muy escaso a nivel provincial, el taxdén que
Flora iberica o, cuando faltan en esta obra,  aqui se trata sélo ha sido citado por Gutiérrez Martin

f'..n'{;ra europaea. Los testimonios d,c los (1908) para el partido judicial de Olmedo.
ejemplares citados se encuentran depositados

en ¢l Herbario de la Facultad de Biologia de
Salamanca (SALA).

Figura M1. Bibliografia para localizar el S. ebulus en la provincia de
Valladolid.

3.1.4.2. Animales de experimentacion.
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Para las pruebas de toxicidad y para la obtencion de las muestras
usadas en el estudio histologico se emplearon ratones Swiss. Los animales se
mantuvieron en jaulas individuales a base de dieta de pellets Harlam 2014 y

agua potable, ad libitum.
3.2. METODOS.
3.2.1. Obtencion de extractos.

Partimos de 25g de las distintas partes recogidas de S. ebulus.
A B 5

D E F

G H  §
Figura M2. Partes utilizadas de la planta. (A) Apices, (B) Brotes, (C)
Hojas maduras, (D) Frutos verdes pequefios, (E) Frutos verdes, (F) Frutos

maduros, (G) Flores, (H) Umbelas de frutos verdes, (I) Umbelas de frutos
maduros de S. ebulus.
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En el caso de los frutos verdes y maduros se trituran con mortero de
porcelana y el resto de las partes se trituran en un molinillo en pequefias
cantidades en presencia de 100 ml de tampoén de extraccion (NaCl 0,28 M,

fosfato monosodico 5 mM pH=7,5).

A B C

Figura M3. Procedimiento para obtener los diferentes extractos para su
posterior analisis. (A) Frutos verdes y maduros triturados en mortero de
porcelana, (B) Resto de partes trituradas en el molinillo, (C) Agitacion en
frio, (D) Filtracion en malla de nylon, (E) Equilibrado de tubos, (F)
Centrifugacion, (G) Filtracion en papel de filtro.

La extraccion se realiza en agitacion constante a una temperatura de
4° C durante un periodo de 30 minutos. El extracto obtenido se filtra con
doble gasa de nylon y el filtrado se somete a una primera centrifugacion de
45 min a 3.500 rpm en centrifuga Digicen-R de rotor basculante RT142 en
tubos de 50 ml cada uno a 2° C. Se recupera el sobrenadante y se somete a
una segunda centrifugacion durante 30 min a 3.500 rpm a 2° C.

Se recoge el sobrenadante y se filtra a través de papel de doble capa
con pliegues (73 g/m’). El volumen recuperado en este proceso lo

denominamos extracto crudo. Medimos los volumenes recogidos de los
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diferentes extractos crudos y lo guardamos a -20° C para su posterior

analisis.

3.2.2. Método de Folin — Ciocalteau.

Los fenoles reaccionan con el reactivo de Folin - Ciocalteau dando un
color azul propio de la reaccion con fenoles. El reactivo de Folin -
Ciocalteau se obtiene ya preparado de las casas comerciales (Sigma). Este
reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico en
acido fosforico y reacciona con restos fenolicos presentes en las proteinas
(tirosinas) y en compuestos como acido gélico y sus derivados, flavonoides,
etc.

El acido fosfomolibdotungstico (formado por las dos sales en el medio
acido), de color amarillo, que al ser reducido por los grupos fendlicos da
lugar a un complejo de color azul intenso, es el que medimos a una longitud

de 760 nm (Singleton y Rossi, 1965).

OH OH

Reactivo de Folin
(W™, Mo®) color

amarillo

Reactivo de Folin
reducido (W,

5
Mo™) color azul

Figura M4. Reaccion de Folin — Ciocalteau. Tomado de Girbés y Jiménez.
Cuaderno de Practicas de Fundamentos de Alimentacion y Nutricion (2010).

Es un método de medida de contenido en fenoles totales y otros
compuestos que no siendo fendlicos muestran una cierta capacidad de

reaccion. Esta reaccion es una medida también de la capacidad antioxidante.
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Por lo que en muchos trabajos se ha asimilado como un método de

determinacion de capacidad antioxidante.

Jys ¥ T ¥ T X

' il
| - | ww'!
P

-
HM BR mFV mFVP mFL mUFV

Figura MS5. Determinacion de fenoles totales por el método de Folin —
Ciocalteau. Se muestran las cubetas de espectrofotometria con las
reacciones correspondientes a: blanco, (FM) Frutos maduros, (HM) Hojas
maduras, (UFM) Umbelas de frutos maduros, (BR) Brotes, (AP) Apices,
(FV) Frutos verdes, (FVP) Frutos verdes pequenos, (FL) Flores, (UFV)
Umbelas de frutos verdes.

A

Para realizar la recta patron afiadimos cantidades variables de 2,5mM
de acido gélico, 600 pul de solucidon de carbonato sodico al 7,5 % y el agua
correspondiente para alcanzar un volumen total de 1,5 ml. Posteriormente se
anade a cada tubo 200 pl de reactivo de Folin - Ciocalteau, e incubamos los
tubos a 50°C durante 10 minutos. A continuacion se mide la absorbancia a
760 nm en el espectrofotometro.

La medida de los diferentes extractos se realiza sustituyendo en el
método, el patron de acido gélico, por un volumen de extracto. Para los
calculos debemos tener en cuenta el volumen de extracto utilizado y el
volumen de extracto de partida (extracto crudo). Los resultados se interpolan
en la curva de calibrado de 2,5mM de 4cido galico y se expresan en ug
equivalentes de acido galico por gramo de peso fresco. Para los ensayos de

degradacién de los fenoles totales se incuban las muestras a 100° C a
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diferentes tiempos que van desde los 0 a los 80 minutos y los resultados se

expresan en tanto por ciento (%) de degradacion.
3.2.3. Método de CUPRAC.

En este ensayo medimos la capacidad antioxidante (CA). Este método
esta basado en la reduccion de Cu (II) a Cu (I) por la acciéon combinada de
todos los antioxidantes (agentes reductores) en una muestra. Para realizar el
ensayo de CUPRAC se utiliza como reactivo la neocuproina (2,9-dimethyl-
1,10-phenanthroline).

Estos complejos tienen una solubilidad muy limitada en agua y por
tanto deben ser disueltos en disolventes orgdnicos como el etanol. Para ello
se utilizara un procedimiento consistente en utilizar el reactivo Cu (II)-
neocuproina [Cu (IT)-Nc] como agente oxidante cromogénico.

La reaccidon que tiene lugar es la siguiente: Los protones liberados
pueden neutralizarse con la solucién de acetato amonico. En esta reaccion
los polifenoles (-OH) se oxidan a las correspondientes formas quinodnicas
(= 0) yel Cu(I) - Nc es reducido a Cu (I) - Nc que es muy coloreado y
muestra un maximo de absorcién a 450 nm.

2nCu(Nc)22* +Ar(OH)n — 2nCu(Nc)," + Ar(= O)n + 2nH"

Figura M6. Reaccion del método CUPRAC. Tomado de Girbés y Jiménez.

Cuaderno de Practicas de Fundamentos de Alimentacion y Nutricion.
(2010).
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Para realizar la recta patron utilizamos 1mM de 4cido gélico en etanol
como patron. Se afiade a cada tubo Iml de 10 mM de Cloruro de Cobre (II),
y la misma cantidad de 7,5 mM de neocuproina en etanol.

Posteriormente se afiade a cada tubo 1ml de 1mM de acetato de
amonio (pH = 7), anadimos los diferentes volimenes del patron de acido
gélico y la cantidad correspondiente de agua para alcanzar un volumen final
de 4 ml. Se espera 1 hora y se mide la absorbancia a 450 nm.

La medida de los diferentes extractos se realiza sustituyendo en el
método, el patrén de acido galico, por un volumen de extracto. Para los
calculos debemos tener en cuenta el volumen de extracto utilizado y el
volumen de extracto de partida (extracto crudo). Los resultados se interpolan
en la curva de calibrado de 1mM de acido galico y se expresan en pg
equivalentes de acido galico por gramo de peso fresco. Para los ensayos de
degradacion de los fenoles totales se incuban las muestras a 100° C, a
diferentes tiempos que van desde los 0 a los 80 minutos y los resultados se

expresan en tanto por ciento (%) de degradacion.

3.2.4. Método del radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

El DPPH es un radical organico nitrogenado y estable que nos sirve
para medir la capacidad antioxidante (CA). En presencia de sustancias
antioxidantes se produce un descenso de la absorbancia del radical DPPH a
515 nm (Brand-Williams y cols., 1995). El radical tiene una coloracion
purpura que se pierde progresivamente.

La reaccion se mide a los 10 minutos del inicio, ya que en este
intervalo, la mayoria de sustancias completan la reaccion con el DPPH. El

ensayo DPPH es un método rapido y sencillo.

61



El DPPH so6lo puede disolverse en un medio organico vy la
concentracion que hemos utilizado es 0,1 mM. La cuantificacion se realiza
empleando una solucion patron de I1mM de Trolox en metanol. Para realizar
la recta patron afiadimos la cantidad de metanol al 80 % correspondiente
para obtener un volumen final de 3 ml, asi como 2.900 ul de DPPH 0,1 mM
en metanol. Se anade a cada tubo 25, 50, 75 y 100 ul respectivamente de
solucion de Trolox 1 mM (patron) en metanol y se agitan los tubos. A
continuacion y transcurridos 10 minutos se mide la absorbancia a 515 nm.
La medida de los diferentes extractos (los ensayos se realizan en tres
extractos diferentes y por triplicado cada uno de ellos) se realiza
sustituyendo en el método, el patron de Trolox por un volumen determinado
de extracto (30 pl). Los resultados se interpolan en la curva de calibrado de
Trolox (1 mM) y se expresan en ug equivalentes de Trolox por gramo de
peso himedo. Para los ensayos de pérdida de la capacidad antirradicalaria se
incuban las muestras en bafio de agua a ebullicion a diferentes tiempos que
van desde los 0 a los 80 minutos y los resultados se expresan en tanto por

ciento (%) de degradacion.

3.2.5. Método del pH diferencial.

Para la obtencion de las antocianidinas monomeéricas totales se utiliza
el método diferencial de pH (Giusti y Wrolstad, 1996). La antocianidina
experimenta una transformacion reversible con los cambios de pH
manifestado con un llamativo cambio en la absorbancia. La forma oxonium
predomina a pH 1 y el hemiacetal a pH 4,5. El pH diferencial es un método
basado en esta reaccion, y permite una rapida y exacta medida, incluso en la
presencia de pigmentos degradados polimerizados y de otros compuestos

interferentes.
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Se utilizan dos disoluciones a diferente pH. Por un lado el tampén
de 0,2M KClapH 1 y por otro el tampdn de 0,2M NaAc a pH 4,5.

Para la obtencion de la concentracion de antocianidinas se utiliza la
férmula del pH diferencial:

A = (Asi0 - Az00) PHI - (As10 - A700) pH4.5

En donde Ases la absorbanciaa 510 nmapH 1y apH 4,5,y Ao
es la absorbancia a 700 nm. Para calcular la concentracion de la muestra
original se sigue la siguiente férmula:

Antocianidina monomérica (mg/l) = (A * Pm * FD * 1000) / (¢ * 1)

Donde A es la absorbancia antes calculada. FD es el factor de
dilucidn. € es el coeficiente de extincién molar (26 900 1 x mol-1 x cm—1) y
Pm es el peso molecular de la cianidin-3-glucésido (449,6 g/mol).

Para los ensayos de degradacion, las muestras se incuban a 100° C a
diferentes tiempos que van desde los 0 a los 80 minutos y los resultados se

expresan en tanto por ciento (%) de degradacion.

3.2.6. Cromatografia liquida de alta resolucion para la determinacion

del contenido en cianidin-3-glucésido en extractos de S. ebulus.

La cromatografia de liquidos de alta resolucidon es una técnica de
separacion cromatografica basada en la diferencia de distribucion de las
especies entre dos fases no miscibles, en la que la fase mévil es un liquido
que atraviesa por percolacion una fase estacionaria contenida en una

columna.

3.2.6.1. Aparato.
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El aparato se compone de un sistema de bombeo, un inyector, una
columna cromatografica, un controlador de la temperatura de la columna, un
detector y un sistema de adquisicion de datos. La fase movil es suministrada
desde uno o varios depdsitos y circula a través de la columna, normalmente

a un caudal constante, y después a través del detector.

3.2.6.2. Sistemas de bombeo.

Los sistemas de bombeo para la HPLC, deben suministrar la fase
movil a un caudal constante. Las fluctuaciones de presion se deben
minimizar, por ejemplo, haciendo pasar el disolvente a presion a través de
un dispositivo que amortigiie los pulsos. Los tubos y conexiones deben
poder resistir las presiones desarrolladas por el sistema de bombeo. Los
sistemas controlados por microprocesador son capaces de suministrar
exactamente una fase movil de composicion constante (elucidn isocratica) o
variable (elucion en gradiente), segiin un programa definido. En el caso de la
elucion en gradiente, existen sistemas de bombeo que suministran los
disolventes desde diversos depdsitos y la mezcla de los disolventes se puede
efectuar en el lado de baja presion o en el lado de alta presion de la bomba o

bombas.

3.2.6.3. Inyectores.

La disolucion de la muestra se introduce en la fase movil circulante en
la cabeza de la columna, o cerca de ella, utilizando un sistema de inyeccidén
que puede trabajar a alta presion. Se utilizan dispositivos de bucle fijo y de

volumen variable que funcionan manualmente o mediante un inyector de
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muestras automatico. El rellenado parcial de los bucles de forma manual

puede llevar a una menor precision del volumen de inyeccion.

3.2.6.4. Fases estacionarias.

En HPLC se utilizan muchos tipos de fases estacionarias,
principalmente:
—silice, alimina o grafito poroso, utilizados en cromatografia en fase
normal, en la que la separacion se basa en las diferencias de adsorcidn y/o de
distribucién de masas;
—resinas o polimeros con grupos acidos o bdsicos, utilizados en
cromatografia de intercambio i6nico, en la que la separacion se basa en la
competicion entre los iones a separar y los de la fase movil;
—silice o polimeros porosos, utilizados en cromatografia de exclusion por
tamafio, en la que la separacion se basa en las diferencias de volumen entre
las moléculas, lo que corresponde a una exclusion estérica;
—una variedad de soportes modificados quimicamente preparados a partir
de polimeros, silice o grafito poroso, utilizados en HPLC en fase inversa, en
la que la separacion se basa principalmente en el reparto de las moléculas
entre la fase movil y la fase estacionaria;
—fases estacionarias modificadas quimicamente especiales, por ejemplo
derivados de la celulosa o la amilosa, proteinas o péptidos, ciclodextrinas,

etc., para la separacion de enantiomeros (cromatografia quiral).

La mayor parte de las separaciones se basan en mecanismos de
reparto utilizando silice modificada quimicamente como fase estacionaria y
disolventes polares como fase movil. La superficie del soporte, por ejemplo

los grupos silanol de la silice, se hace reaccionar con diferentes reactivos de
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silano para producir derivados de sililo ligados covalentemente que abarcan
un numero variable de sitios activos sobre la superficie del soporte. La
naturaleza de la fase ligada es un pardmetro importante para determinar las
propiedades de separacion del sistema cromatografico.

Para las separaciones analiticas, el tamafio de las particulas de las
fases estacionarias mas comunmente utilizadas varia entre 3 um y 10 um.
Las particulas pueden ser esféricas o irregulares, de porosidad y éarea
superficial especifica variables. Estos distintos pardmetros contribuyen al
comportamiento cromatografico de una fase estacionaria particular.

En el caso de fases inversas, son factores determinantes adicionales, la
naturaleza de la fase estacionaria, el grado de ligamiento, por ejemplo
expresado como la carga de carbono, y el hecho de que la fase estacionaria
esté recubierta o no en los extremos («end-capping», es decir, sililacion de
los grupos silanol residuales). Cuando estan presentes grupos silanol
residuales pueden aparecer colas en los picos, particularmente en las
sustancias basicas.

Para cromatografia analitica se utilizan columnas, de acero inoxidable
de longitud y didmetro interior variables. La temperatura de la fase moévil y
de la columna se debe mantener constante durante el analisis para obtener
una mayor eficacia. Se recomienda no calentar las columnas por encima de
60° C a causa de la posible degradacion de la fase estacionaria o posibles

cambios en la composicion de la fase movil.

3.2.6.5. Fases moviles.

Para la cromatografia en fase normal, se emplean disolventes menos

polares. La presencia de agua en la fase moévil debe ser estrictamente
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controlada para obtener resultados reproducibles. En HPLC en fase inversa,
se emplean fases moviles acuosas, con o sin modificadores orgéanicos.

Los componentes de la fase moévil generalmente se filtran para
eliminar las particulas de tamafio superior a 0,45 pum. Los disolventes
normalmente se desgasifican antes del bombeo, mediante el paso de una
corriente de helio, tratamiento con ultrasonidos o utilizacion en linea de
modulos de membrana/vacio, para evitar la creacion de burbujas de gas en la
cubeta del detector.

Los disolventes utilizados para preparar la fase modvil estan
normalmente exentos de estabilizantes y son transparentes a la longitud de
onda de la deteccidn, si se emplea un detector ultravioleta. Los disolventes y
otros componentes empleados deben ser de calidad apropiada. El ajuste del
pH, si fuera necesario, se efectua exclusivamente sobre el componente
acuoso de la fase movil y no sobre la mezcla. Si se utilizan disoluciones
tampoOn, se realiza un lavado adecuado del sistema con una mezcla de agua 'y
el modificador orgéanico de la fase movil (5 por ciento V/V) para evitar la
cristalizacidn de las sales una vez finalizada la cromatografia.

Las fases moviles pueden contener otros componentes, por ejemplo
un contra-idn para la cromatografia de par idnico o un selector quiral para la

cromatografia que utiliza una fase estacionaria aquiral.

3.2.6.6. Detectores.

Los detectores mas utilizados son los espectrofotometros en el
ultravioleta/visible (UV/Vis), incluyendo los detectores de barra de diodos.
También se pueden utilizar espectrofotometros de fluorescencia,

refractometros diferenciales, detectores electroquimicos, espectrometros de
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masas, detectores de difusion de la luz, detectores de radiactividad u otros

detectores especiales.

3.2.6.7. Método.

Equilibrar la columna con la fase movil y el caudal prescritos, a
temperatura ambiente o a la temperatura especificada en la monografia,
hasta que se consiga una linea base estable. Preparar las disoluciones de la
sustancia a examinar y de las sustancias de referencia requeridas. Las
disoluciones deben estar exentas de particulas soOlidas. Para ello en el
presente trabajo se han filtrado todas las soluciones a través de filtros de
jeringa de 13 mm de didametro con membranas de nylon de 0,45 pum.

En el presente trabajo se ha utilizado un sistema cromatografico
modular Jasco ubicado en el Departamento de Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica - Instituto Universitario de Farmacia Industrial de la Facultad
de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, formado por los
siguientes componentes:

e Interfaz LC-NET II/ADC.

e Desgasificador DG-2080-54.

e Unidad de gradiente cuaternario LG-2080-04.
e Bomba PU-2080 Plus.

e Inyector AS-2050 Plus para 100 muestras.

e [nyector UV-2070 Plus con funcion PDA.

e Horno CO-2065 Plus.

Los datos generados son transmitidos a través de una interfaz LC-
NET IIVJADC a un ordenador dotado del programa ChromNav vy
SpectraManager.
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Los pardmetros cromatograficos empleados en esta memoria son los

siguientes:

-Fase estacionaria: Spherisorb ODS-1 (250 x 4,6 mm, Sum) acoplado a un
guardacolumna (4 x 3 mm)
-Temperatura de andlisis: 40 ° C
-Fase movil: A: 1% fosforico-10% acético (pH 1,5)
B: ACN

Composicion de la fase movil respecto al tiempo de cromatograma:

t cromatograma (min)  Incremento en A (%)  Modalidad
0-10 2-20 Gradiente
10-15 20-2 Gradiente

-Flyjo: 1 ml/min (P 20,3 bar)
-Deteccion: PDA 520 nm

-Volumen de inyeccion: 20 pl
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Figura M7. Sistema cromatografico “JASCO”. Instituto Universitario de
Farmacia Industrial. Dpto. de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica. Facultad
de Farmacia. Universidad Complutense de Madrid.

Los componentes de la fase movil se filtraron a través de membranas
Supor® (Pall) de 47 mm de didmetro y 0,45 pum de didmetro interno
empleando una unidad de filtracion Millipore® acoplada a un sistema de
vacio (Biichi Vac V-500), conforme al procedimiento interno PGL 001/0. La
desgasificacion de los medios recién filtrados se llevo a cabo en un bafio de
ultrasonidos Ultrasons H. Selecta durante 25 minutos.

Localizamos el pico de cianidin-3-glucésido en las diferentes partes
del S. ebulus asi como en la degradacion de los frutos maduros a partir del

estandar pinchando los siguientes viales:

Vial 1: 100 pl de extracto de frutos maduros de S. ebulus + 900 pl agua
Elix-Millipore.

Vial 2: 100 ul de extracto de hojas maduras de S. ebulus + 900 pl agua
Elix-Millipore.

Vial 3: 100 pl de extracto de umbelas de frutos maduros de S. ebulus +
900 pl agua Elix-Millipore.

Vial 4: 100 pl de extracto de brotes de S. ebulus + 900 pl agua Elix-
Millipore.

Vial 5: 100 ul de extracto de apices de S. ebulus + 900 ul agua Elix-
Millipore.

Vial 6: 100 ul de extracto frutos verdes de S. ebulus + 900 ul agua Elix-
Millipore.

Vial 7: 100 pl de extracto de frutos verdes pequefios de S. ebulus + 900 pl
agua Elix-Millipore.
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Vial 8: 100 ul de extracto de flores de S. ebulus + 900 ul agua Elix-
Millipore.

Vial 9: 100 ul de extracto de umbelas de frutos verdes de S. ebulus + 900
ul agua Elix-Millipore.

Vial 10. 100 pl Patréon de Cianidin-3-glucosido + 900 pl agua Elix-
Millipore.

3.2.7. Preparacion de los extractos para electroforesis.

Para obtener los extractos proteicos pesamos 10 g de cada tejido
(apices, brotes, flores, frutos verdes pequefios, umbelas de frutos verdes,
frutos verdes, umbelas de frutos maduros, frutos maduros, hojas maduras) de
S. ebulus. Se trituran en el mortero con 100 ml de tampon de extraccion
PBS (NaCl 0,28 M y NaP 5mM) a pH = 7,5, en el caso de frutos verdes y
maduros, y el resto de tejidos se cortan y se muelen en el molinillo con 100
ml de tampdén de extraccion PBS. La fraccion proteica se extrae por
agitacion durante 30 minutos a 4° C. Filtramos con malla de nylon y
centrifugamos 45 min a 3.500 r.p.m a 4° C; realizdndose una segunda
centrifugacion durante 30 min en las mismas condiciones. Recogemos el
sobrenadante y filtramos en papel de filtro, alicuotamos y guardamos las
muestras asi obtenidas a -20° C. Parte de las muestras se dializaron frente a

agua MiliQ y parte no, para comparar los efectos en los dos casos.
3.2.8. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida.
La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas cargadas

por migracion en un campo eléctrico. Uno de los métodos mas cominmente

empleado de electroforesis de proteinas es el que emplea geles de
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poliacrilamida en presencia del detergente anionico dodecil sulfato sédico.
Esta técnica es conocida como SDS-PAGE de Laemmli (1970). En nuestro
caso se utilizod un sistema de Amersham Biosciences.

Para la realizacion de la electroforesis, en primer lugar, se limpian los
cristales necesarios para la formaciéon del gel con acetona, se montan los
cristales y los separadores en su soporte especifico, posteriormente se
prepara el gel que estd formado por dos fases con distinta concentracion de
poliacrilamida.

El gel separador se forma con una mezcla de un 14,6% (p/v) para
geles del 15% de acrilamida y un 0,4% (p/v) de bisacrilamida, Tris-HCI
375mM (pH=8.,8), SDS 0,1% (p/v), persulfato amoénico 0,1% (p/v) y
TEMED 0,07% (v/v). El gel de apilamiento o de “stacking” estd formado
por 3,9% (p/v) de acrilamida, 0,1% (p/v) bisacrilamida, Tris-HCl 125mM
(pH=6,8), SDS 0,1% (p/v), persulfato amonico 0,08% (p/v) y TEMED
0,08% (v/v). Las muestras se incuban durante 5 minutos a 100° C en Tris-
HCI 62,5mM (pH=6,8), SDS al 2% (p/v), glicerol 10% (v/v) y 0,025% (p/v)
de azul de bromofenol.

En la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, la separacion
de proteinas se hace en funcidén de la masa molecular. Tanto es asi que la
representacion del logaritmo de la masa molecular frente a la distancia
migrada obedece a una linea recta para gran numero de proteinas. Para que
esta dependencia sea correcta y los dos valores representados guarden una
relacion lineal, es preciso romper los puentes disulfuro intra e
intercatenarios, para lo cual se afiade, durante la preparacion de la muestra,
un agente reductor, generalmente 2- mercaptoetanol.

Para aplicar la muestra al gel, se le suele afadir un agente que
provoque una restriccion de la difusion, que haga la muestra més densa, en

este caso, glicerol. Ademas, para seguir el avance de la separacidn, se anade
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un colorante, como azul de bromofenol, que sirve como medio de contraste
para el seguimiento (“tracking dye”).

Posteriormente, se llenan las cdmaras superior e inferior de la cubeta
con tampdn de electroforesis de modo que entre en contacto con ambos
extremos del gel. Después de depositar las muestras en los pocillos, la
electroforesis se lleva a cabo a 20° C con una intensidad de corriente de
25mA por gel en tampo6n Tris-HC1 25mM (pH=8,3), glicina 192mM y SDS
0,1% (p/v). El proceso finaliza cuando el azul de bromofenol sale del gel por

la parte inferior.

3.3. PURIFICACION DE PROTEINAS DE INFLORESCENCIA DE
S. EBULUS.

3.3.1. Preparacion del extracto crudo de inflorescencias de S. ebulus

El material del que se parte es de 200 g de inflorescencias (recogidos
en el mes de Julio de 2012 en Barruelo del Valle localidad de la provincia de
Valladolid), se congelaron a —24° C y se almacenaron hasta su uso.

Las inflorescencias se trituran en presencia de 4 volimenes de
tampon de extraccion (NaCl 0,28 M y NaP 5mM pH = 7,5). La extraccion
se realiza con agitacion constante durante 12 horas a 4° C de temperatura.
Se filtra el extracto con una gasa doble de nylon, y se centrifuga a 4° C,
durante 45 min y a 3.500 rpm.

Posteriormente se realiza una segunda centrifugacion en las mismas
condiciones durante 30 minutos. Recogemos el sobrenadante y filtramos
con filtro de papel de doble capa con pliegues. El extracto obtenido en el
proceso se denomina extracto crudo y es el punto de partida para la

purificacion.
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Figura M8. Sedimento obtenido en la 1" centrifugacion del extracto de
flores de S. ebulus. En el sedimento obtenido de la primera centrifugacion
se observan varias capas de distinto color. El fondo de color verde oscuro
esta constituido por particulas no retenidas por la grasa de filtrado. La capa
central de color blanco constituida por un mucilago plastico muy pegajoso
que se adhiere fuertemente a la superficie de los materiales empleados para
la extraccion y que esta presente en todas las preparaciones de S. ebulus, lo
que hace necesario su eliminacion previa del extracto.

3.3.2. Preparacion de Sepharose 6B tratada con acido (AT-Sepharose
6B).

Partimos de un volumen de 350 ml de AT-Sepharosa 6B. Lavamos el
gel repetidas veces con agua MiliQ para eliminar el etanol. Se trata con HCI
0,1 N a 50° C durante 3 horas. Posteriormente se realizan varios lavados por
decantacion con 5 volimenes de agua hasta obtener un pH del sobrenadante
entre 6 y 6,5. En los procesos de decantado se eliminan particulas finas que

se generan con el tratamiento. El gel se almacena en disolucién acuosa a 4°

C.
3.3.3. Cromatografia de afinidad a través de AT-Sepharose 6B.
El extracto crudo se carga en columna refrigerada GE-Pharmacia

XK50 rellena con AT-Sepharose 6B. El flujo de la columna se ve

determinado, ademas de otras variables, por la accion de la gravedad siendo
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aproximadamente de 8 ml/min. Controlamos el pH de salida hasta que
llegue a pH de 7,5. Las proteinas se fijan por afinidad a D-galactosa al gel de
AT-Sepharose 6B y el resto (proteinas pigmentos, polifenoles, etc.) eluye de
la columna. Debe procurarse que al final la resina esté perfectamente
empaquetada y su superficie superior perfectamente horizontal sin
oquedades generadas en la carga del extracto. Posteriormente se lava la
columna con tampon de extraccion hasta que se produce la decoloracion de

la resina por eliminacion del material no retenido.

Figura M9. (A) Detalle de carga del extracto crudo de flores. (B)
posterior lavado con buffer de extraccion pH 7.,5.

En algunos casos se observa un ligero poso en la parte superior del
gel (con mucho cuidado y con una pipeta Pasteur lo quitamos para que el
lavado sea perfecto). Después se lava con tampon salino SmM fosfato
monosodico, 0,28M NaCl (pH=7,5). Todo el proceso se realiza a una

temperatura de 0° C.
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El lavado se da por finalizado cuando la densidad optica a 280 nm es
inferior a 0,1 utilizando como blanco el mismo buffer de extraccidn.
Posteriormente se eluye con el mismo tampon conteniendo lactosa 0,2M, se
recogen fracciones de 10 ml y se miden Ajgy. A la fraccidon proteica eluida se

le denomina pico de afinidad.

3.3.4. Cromatografia de exclusion molecular a través de Superdex 75

HiLoad 26/60.

La muestra obtenida en el apartado anterior, se carga en una columna
de exclusion molecular Superdex 75 HilLoad 26/60 (preparative grade) de
GE-Pharmacia previamente equilibrada con tampon de baja fuerza idnica
0,025M fosfato sodico y 0,075 M NaCl pH 7,2 y seguidamente con dos
volimenes de otro tampodn constituido por 0,05 M fosfato sédico y 0,15 M
NaCl (pH = 7,2), y finalmente antes de cargar las proteinas concentradas, se
pasa un volumen del tampén con el que finalmente serdn eluidas las
proteinas. A este tampon le denominamos tampon de proteina, constituido
por 0,005M fosfato s6dico y 0,4 M NaCl a pH 7,5.

Los primeros 60 ml se recogen con una probeta y a continuacion se
recogen fracciones de Sml. Medimos las absorbancias de las diferentes
fracciones a 280 nm e identificamos tres picos bien diferenciados. El primer
pico corresponde a SNAI, el segundo a nigrina b y el tercero a SNAII. Se
juntan las fracciones con proteina de cada uno de los picos y la mezcla se
somete a didlisis frente agua Elix-Millipore por separado, para eliminar los
restos de lactosa, y posteriormente se concentran las muestras en una celda

de filtracion Amicon, usando una membrana YM-10.
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Figura M10. Cromatografia de exclusion molecular a través de

Superdex 75.

3.3.5. Medida de la concentracion de proteinas por el método Kalb &

Bernlohr.

Para el calculo de la concentracién de proteinas de las fracciones
proteicas recogidas durante la fase de extraccion y purificacion, utilizamos
la formula propuesta por Kalb y Bernlohr (1977) que estd basada en
mediciones realizadas por espectrofotométria. La formula tiene la siguiente
expresion:

[Proteina] = 183 (Ax30 - Aszo) - 75,8 (Az60-Aszz0) = X pg/ml

A0, Az Y Ageo son las medidas de la absorbancias obtenidas de la

muestra a las respectivas longitudes de onda 230, 320 y 260 nm. Las

absorbancias se midieron en el espectrofotdémetro.
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3.3.6. Determinacion de la masa molecular de ebulina blo y SELblo por

espectrofotometria de masas.

Las determinaciones de espectrometria de masas se realizaron en el
Centro de Gendmica y Protedmica de la Facultad de Farmacia-UCM por
personal altamente especializado.

La determinacion de las masas moleculares de la ebulina blo y la
SELDblo, se realizé tomando 1ul de muestra (3,8 pg/ul) y colocandolo sobre
la placa de muestra blanco donde se dejo secar a temperatura ambiente.
Posteriormente se coloca sobre la mancha de la muestra seca 0,5 pl de una
solucién saturada de 4cido sinapinico en 30% acetonitrilo y 0,3%
trifluoroacético, y se vuelve a dejar secar a temperatura ambiente.

Se obtuvieron los espectros de masas de las muestras usando como
estandar externo albimina sérica bovina (BSA) con un espectrometro de
masas 4800 Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems
MDS Sciex) operado en modo lineal positivo a un voltaje de aceleracion de

20.000 V y una intensidad de disparo laser entre 20.000 y 150.000.

3.3.7. Identificacion de proteinas por espectrometria de masas y analisis

de secuencias de péptidos tripticos.

La identificacion de proteinas se realizd6 mediante péptidos tripticos.
El tratamiento de las muestras para su andlisis consistio en su reduccion con
10 mM ditiotreitol (DTT) en 24 mM bicarbonato amoénico durante 30
minutos a una temperatura de 37° C. Posteriormente se someten a
alquilacion con 55 mM iodoacetamida en 25 mM bicarbonato durante 15
minutos en oscuridad. Por ultimo las muestras se digieren con tripsina de

grado de secuencia (Roche Molecular Biochemicals) a una disolucion de
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1:20 en 25 mM bicarbonato amonico (pH= 8,5) durante toda la noche a una
temperatura de 37° C.

Terminada la digestion se coloca 1ul de la muestra digerida sobre la
placa blanco MALDI y se deja secar a temperatura ambiente. A
continuacion se afiade 0,5 pl de una matriz de 3 mg/ml de 4cido a -cyano-4-
hidroxi-trans-cindmico (Sigma) a las manchas de péptidos de la muestra
digerida y se deja secar a temperatura ambiente.

Los analisis MALDI-TOF de espectrometria de masas de los péptidos
tripticos se realizaron con el mismo espectrometro que el utilizado para las
proteinas. Para la calibracion interna de los espectros de masas se usaron
péptidos de la auto-digestion de la tripsina. Aquellos péptidos de las huellas
tripticas con un cociente sefal/ruido mayor a 20 fueron capturados y se
representaron en forma de lista, similar a una lista de pesos moleculares
monoisotopicos.

La identificacion de las proteinas se realizd usando la base de datos
NCBI Viridiplantae (Green Plants, que contiene 1.716.557 secuencias),
buscando homologias con MASCOT 2.3 a través de Global Protein Server
v3.6 de Applied Biosystems. Los parametros para la busqueda fueron los
estandares utilizados en el Centro de Gendémica y Protedémica de la Facultad
de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid. Para todas las
identificaciones de proteinas su célculo de probabilidad fue mayor que las

fijadas por MASCOT con una significacioén p<0,5.

3.4. TOXICIDAD EN RATONES.

La determinacion de la actividad de las proteinas aisladas se realizo
comprobando su toxicidad en ratones Swiss. Para ello se inyectaron

diferentes dosis de 5, 3.75 y 2.5 mg/kg de peso corporal en solucidén acuosa
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de ebulina blo por via nasal en 24 ratones hembras (7 por cada diferente
concentracion y 3 ratones control). Los animales antes y después del
tratamiento se mantuvieron en jaulas individuales con comida (dieta de

pellets Harlam 2014) y agua potable ad libitum.

Figura M11. Toxicidad de ebulina blo via nasal en ratones Swiss. La
solucion se instald por igual en las dos fosas nasales con una punta especial
de pipeta automatica.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO.

Para analizar los resultados obtenidos se realizo un analisis estadistico
utilizando los programas de software Microsoft Office Excel 2007 y Graph
Pad Prism 6 Demo.

El software Microsoft Office Excel 2007 se utiliz6 para la realizacion

de las diferentes graficas, asi como para la obtencion de la desviacion
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estandar de las diferentes medidas con respecto a la media. El software
Graph Pad Prism 6 Demo se utilizé para obtener el indice de correlacion de

Pearson entre los métodos de Folin — Ciocalteau, CUPRAC y DPPH.
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4. RESULTADOS.

82



4.1. PARTES DEL S. EBULUS UTILIZADAS.

La recogida de las diferentes partes del S.ebulus se realizo en la
localidad de Barruelo del Valle (Valladolid). Las caracteristicas del lugar
son idoneas para el crecimiento de esta especie vegetal: altitud: 810 metros
sobre el nivel del mar; coordenadas: 41° 40" 27" N, 5° 4" 9" O; la
temperatura media de minimas es de — 9,0° C y la media de maximas es de
18,6° C. El mes mas frio es enero y el mas calido es julio siendo el periodo
de heladas de casi 8 meses. Los meses mas lluviosos corresponden, por este
orden, a mayo y a noviembre siendo las precipitaciones maximas en 24
horas de 34 milimetros. La pluviometria media es de 464 mm anuales y el
terreno es de suelos arcillosos (45 %) de drenaje lento o muy lento.

En las tablas R1 y R2 se muestran los datos correspondientes a los

meses de recogida del material bioldgico y las dimensiones del mismo.

Tabla R1. Meses de recogida de las diferentes partes del S. ebulus.

S. ebulus Mes de recogida

Apices Abril

Brotes Mayo

Flores Junio

Frutos verdes pequefios Junio

Umbelas de frutos verdes Julio

Frutos verdes Julio
Umbelas de frutos maduros Agosto
Frutos maduros Agosto
Hojas maduras Agosto
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Tabla R2. Descripcion de las diferentes partes del S. ebulus.

S. ebulus Largo (mm) Ancho (mm)
Apices 18 mm 3 mm
Brotes 80 mm 15 mm
Flores 5 mm 5 mm

Frutos verdes pequetios 3 mm 2 mm
Umbelas de frutos 70 mm 80 mm

verdes

Frutos verdes 4 mm 3 mm

Umbelas de frutos 80 mm 100 mm
maduros

Frutos maduros 6 mm 5 mm

Hojas maduras 130 mm 50 mm

Las extracciones se realizaron por triplicado. Estos extractos se
utilizaron en los distintos métodos espectrofotométricos aplicados:
determinacion de fenoles totales con el reactivo de Folin - Ciocalteau,
determinacion de la capacidad antioxidante total por el método CUPRAC,
determinacion de la capacidad antirradicalaria total con DPPH vy
determinacion de los antocianos totales mediante el método diferencial de

pH.

4.2. DETERMINACION DE LOS FENOLES TOTALES CON EL
REACTIVO DE FOLIN - CIOCALTEAU.

En primer lugar se realizaron rectas patrén con acido galico. Los
experimentos se realizaron por triplicado y se calculo6 el valor medio de las

diferentes absorbancias. En la figura R1 se representa la recta patron de
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absorbancias a 760 nm frente a diferentes volumenes de acido gélico 2,5

mM.

2 000 - Método de Folin - Ciocaltean. Recta patron
y=0,012x + 0,001
R2=0,009

1,500

1.000

Absorbancia 760 nm

0,500 1

0,000

0 25 30 73 100 125 150
Volumen de acido galico 2,5 mM (ul)

Figura R1. Recta patron de la reaccion de acido galico con el reactivo de
Folin — Ciocalteau.

Para medir las muestras de extractos sustituimos el patron por 100 pl
de extracto crudo de cada parte del S. ebulus, excepto en los frutos maduros
que se utilizan 60 pl de extracto crudo. Los resultados se muestran en la

tabla R3.

Tabla R3. Método de Folin — Ciocalteau. Fenoles Totales de las diferentes
partes de S. ebulus. PH: peso humedo.

Fenoles totales. ng equiv. de ac. galico/g de PH
Folin - Ciocalteau Media = Desviacion Estandar
Umbelas de fruto verde 1.176 + 47
Flores 1.316 £ 41
Frutos verdes pequefios 1.598 £ 62
Frutos verdes 1.721 £ 60
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Apices 1.997 + 190
Brotes 2240+ 71
Umbelas de frutos maduros 2.274 + 36
Hojas maduras 2.365 £ 83
Frutos maduros 7.561 + 83

En la figura R2 se muestran dichos valores en forma de histograma

para apreciar mejor las diferencias.

2000 - Meétodo de Folin - Ciocalteaun

7000 -
6000 -
5000 -
4000 -
3000 -

2000 - b T &

1000 - I I ' '
0 1 T T T T

FM HM UFM BR AP FV FVP FL UFV

FT. ng equiv. fcido galico /gr PH

Figura R2. Fenoles totales presentes en las distintas partes de S. ebulus.
Extractos de las partes de S. ebulus. (FM) Frutos maduros, (HM) Hojas
maduras, (UFM) Umbelas de frutos maduros, (BR) Brotes, (AP) Apices,
(FV) Frutos verdes, (FVP) Frutos verdes pequenos, (FL) Flores, (UFV)
Umbelas de frutos verdes.

4.3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (CA)
POR EL METODO DE CUPRAC.

Aunque el procedimiento de determinacion de fenoles totales con el

reactivo de Folin — Ciocalteau evalua también la capacidad antioxidante de
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una muestra, dado que el proceso se basa en una reaccion de oxido-
reduccion, se considera conveniente también evaluar la actividad
antioxidante utilizando el método CUPRAC (Apak y cols., 2007).

En primer lugar se determino la recta patron también con acido galico.
Los experimentos se realizaron por triplicado y se calcul6 el valor medio de
las diferentes absorbancias. En la figura R3 se representa la recta patron de
absorbancias a 450 nm frente a los volumenes de acido galico I mM. Para
medir las muestras de extracto se sustituy6 el patron por 50 ul de extracto
crudo de cada parte del S. ebulus, excepto en los frutos maduros que se

utilizaron 20 pl de extracto crudo.

2000 - Meétodo de CUPRAC. Recta patrin

y=0,016x-0,001
R*=0,998

1,500

1,000

Absorbancia 450 nm

0,500 1

0,000

0 25 50 75 100 125
Volumen de acido galico 1 mM (pl)

Figura R3. Recta patron de la capacidad antioxidante de acido galico
por el método CUPRAC.

Tabla R4. Método de CUPRAC. Capacidad antioxidante de las diferentes
partes de S. ebulus. PH: peso humedo.

Capacidad antioxidante. ng equiv. de ac. galico/g de PH
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CUPRAC Media + Desviacion Estandar

Umbelas de fruto verde 509 + 12
Flores 668 £9

Frutos verdes pequefios 703 £ 14
Frutos verdes 747 £ 4
Apices 782 +5

Brotes 810+ 21

Umbelas de frutos maduros 951 £26

Hojas maduras 1.108 £32

Frutos maduros 3.529 + 66

En la figura R4 se muestran los mismos valores en histograma para

visualizar mejor las diferencias.

4000 - Método de CUPRAC

= —

300 - I l l l
U_ T T T T

FM HM UFM BR AP FV FVP FL UFV

CA. ng equiv. acido galico fgr PH

Figura R4. Histograma. Método de CUPRAC. Capacidad antioxidante.
Extractos de las partes de S. ebulus. (FM) Frutos maduros, (HM) Hojas
maduras, (UFM) Umbelas de frutos maduros, (BR) Brotes, (AP) Apices,
(FV) Frutos verdes, (FVP) Frutos verdes pequenos, (FL) Flores, (UFV)
Umbelas de frutos verdes.
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4.4.DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIRRADICALARIA
CON DPPH.

La determinacion de la capacidad antirradicalaria se realizdo mediante
el andlisis de la caida de absorcion frente a radicales libres estables tales
como DOPPH y DPPH con el tiempo. En primer lugar se estudi6 DOPPH,
radical libre ofrecido por la empresa SIGMA-ALDRICH como similar a
DPPH.

4.4.1. Comparacion de la reactividad de radicales libres DOPPH y
DPPH frente a Trolox.

El radical libre estabilizado que se utiliz6 en la determinacion de la
actividad antirradicalaria es el DPPH y el compuesto patron el Trolox, un
analogo de la vitamina E. La empresa SIGMA-ALDRICH ofrecia también el
DOPPH como “sinénimo” del DPPH (probablemente se referia a
equivalente). En las figuras R5, R6, R7 se presentan las fichas de seguridad

de ambos productos

SIGMA-ALDRICH sigma-ataich.com
FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo el Reglamento (CE) No. 190772006
wersion 4.0 Fecha de revisidn 08 .07 2010

Fecha de impresidn 27.03.2012

1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA/MEZCLA ¥ DE LA COMPANIA O EMPRESA

Mombre del producto 2.2-Di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylnydrazyl, free radical
Referencia 257621
Marca Aldrich

3. COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

Sindnimos OPPH
Formula Ca4H4sMEDg
Feso molecular 518,74 gfmol
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Figura RS. Ficha de seguridad (FDS) del radical DOPPH: (2,2-Di (4-
Tert-Octylphenyl)-1-picrylhydrazyl) donde indica que es sinonimo del
DPPH de forma incorrecta.

SIGMA-ALDRICH

sigma-atdrich.com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo el Reglamento (CE) No. 190772006

Wersidn 5.2 Fecha de revision 18.05.2013

Fecha de impresion 23.05.2013

'SECCION 1: Identificacion de la sustancia o la mezcla y de la seciedad o la empresa

11 Identificadores del producto
MNombre del producio

2,2-Di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylnydrazyl, free

radical
Referencia 257621
Marca Aldnich

'SECCION 3: Composicién/informacion sobre los componentes
31 Sustancias

Formula CaaHagaNsOg
Peso molecular 618,74 g/maol
No. CAS B4077-81-6

Figura R6. Fichas de seguridad (FDS) del radical DOPPH: (2,2-Di (4-

Tert-Octylphenyl)-1-picrylhydrazyl) donde desaparece el DPPH como
sinonimo del DOPPH. Pm 618,74 g/mol.

SIGMA-ALDRICH

Sigima=aidrich. com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerde el Reglamento (CE) No. 190772006
Versibn 5.0 Fecha de revision 16.01.2013

Fecha de impresion 23.05.2013

SECCION 1: Identificacion de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa
1.1 Identificadores del producto

Nombre del producto - 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil
Referencia o D832
Marca Aldrich

SECCION 3: Composiciénfinformacion sobre los componentes

31 Sustancias
Sindnimos DPPH
1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical
2.2-Diphenyl-1-(2 4 6-trmitrophenyl Jhydrazyl

Formula i CqgHyoNsOg
Peso molecular 394,32 g/mol

Figura R7. Fichas de seguridad (FDS) del radical DPPH: (2,2-Difenil-1-
picrylhydrazyl). Pm 394,32 g/mol.
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Figura RS8. Detalle de las cubetas de reaccion con DOPPH 0,1 mM y
Trolox 4mM en 10 min (parte izquierda) y DPPH 0,1 mM y Trolox 1
mM en 10 min (parte derecha).

Nuestros estudios indicaron que ambos radicales reaccionaron de
manera distinta al Trolox (Figura R8). El radical DOPPH necesitaba mayor
concentracion de Trolox y mucho mas tiempo para su degradacion.
Concentraciones de Trolox 4 mM no consiguieron degradar el DOPPH 0,1
mM. En contraste, ]| mM de Trolox consiguié degradar el DPPH 0,1 mM en
10 minutos. Después de diferentes concentraciones y tiempos conseguimos
una recta patrén lineal de DPPH 0,1 mM y Trolox 1 mM.

Nos pusimos en contacto con la empresa proveedora SIGMA-
ALDRICH para comentar al servicio técnico de la empresa el diferente
funcionamiento de los dos radicales. La empresa decidio quitar de la ficha
de seguridad del DOPPH la palabra equivalente del DPPH (comparativa
Figuras R5 y R6). En la actualidad si consultamos la pagina web de Sigma
comprobamos que han eliminado en la FDS, que el radical DOPPH es
sinonimo del DPPH. En las FDS se puede comprobar que los pesos

moleculares son muy diferentes.

4.4.2. Medida de la capacidad antirradicalaria (AR). Recta patron del
radical DPPH 0,1 mM frente a Trolox 1 mM.
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Realizamos la recta patron por triplicado y calculamos el valor medio
de las diferentes absorbancias. En la figura R9 se representa la recta patron
de (%) de degradacion del radical DPPH 0,1 mM frente a los volumenes de

Trolox 1 mM. Para medir las muestras de extractos sustituimos el patrén por

30 ul de extracto crudo de cada parte del S. ebulus.

Método del DPPH
100 -

y=0,568x + 0,002
R#=09986

75

50

% Degradacion

25

0 25 50 75 100
Volumen de Trolox 1 mM (ul)

Figura R9. Grafica. Recta patron. Degradacion (%) DPPH 0,1 mM —
Trolox 1 mM.

Una vez obtenidas las absorbancias calculamos los pgr equivalentes
de Trolox por gr de peso himedo de cada parte del S. ebulus (tabla R5) y

representamos graficamente a través de un histograma (figura R10) los

resultados obtenidos.

Tabla RS. Método del radical DPPH. Capacidad antirradicalaria de las
diferentes partes de S. ebulus. PH: peso humedo.

Capacidad antirradicalaria. ng equiv. de Trolox/g de PH
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DPPH

Media £+ Desviacion Estandar

Umbelas de fruto verde 405 +£3

Flores 633 £95

Frutos verdes pequefios 755+ 83

Frutos verdes 838 £ 60

Apices 931 £50

Brotes 1.014 +70

Umbelas de frutos maduros 1.256 + 58
Hojas maduras 1.557+ 230

Frutos maduros 3.074 £ 78

En la figura R10 se muestran los mismos valores en histograma para

visualizar mejor las diferencias.

CA. ng equiv. Trolox/gr PH

I

I

Método de DPPH

(ANTY

FM HM UFM BR AP FV FVP FL UFV

Figura R10. Histograma. Método del radical DPPH. Extractos de las
partes de S. ebulus. (FM) Frutos maduros, (HM) Hojas maduras, (UFM)
Umbelas de frutos maduros, (BR) Brotes, (AP) Apices, (FV) Frutos verdes,
(FVP) Frutos verdes pequefios, (FL) Flores, (UFV) Umbelas de frutos

verdes. PH: peso himedo.
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4.5. MEDIDA DE LAS ANTOCIANIDINAS POR EL METODO
DIFERENCIAL DE PH.

Se realizan las medidas de las diferentes partes pero solo son
significativas las medidas en frutos maduros. En la tabla (tabla R6) se
recogen los resultados expresados como antocianidinas monomeéricas totales
(AMT) en pg equivalentes de cianidin-3-glucosido por gramo de peso

fresco.

Tabla R6. Método diferencial de pH. Antocianidinas monoméricas totales
(ug equivalentes de cianidin-3-glucosido por gramo de peso himedo de
frutos maduros de S. ebulus). PH: peso humedo.

Antocianidinas monoméricas ng equiv. de
totales. cianidin-3-glucosido /g de PH
Método diferencial de pH Media = Desviacion Estandar
Frutos maduros 2.175+£25

Los volumenes de muestra utilizados de extractos de frutos maduros

fueron de 50 pl.
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Figura R11. Medida de las antocianidinas por el método diferencial de
pH. El color de las cubetas corresponde a pH 1 (parte superior) y pH 4,5
(parte inferior). Antocianidinas monoméricas totales. Detalle de cubetas de
espectrofotometria. Extractos de las partes de S. ebulus. (B) Blanco, (FM)
Frutos maduros, (HM) Hojas maduras, (UFM) Umbelas de frutos maduros,
(BR) Brotes, (AP) Apices, (FV) Frutos verdes, (FVP) Frutos verdes
pequenos, (FL) Flores, (UFM) Umbelas de frutos maduros.

4.6. MEDIDA DE LA DEGRADACION POR TEMPERATURA DE
LOS FENOLES TOTALES, DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
Y DE LAS ANTOCIANIDINAS DE LOS FRUTOS VERDES Y
MADUROS DE S. EBULUS.

4.6.1. Medida de la degradacion por temperatura de los fenoles totales
en frutos maduros y frutos verdes de S. ebulus por el método de Folin-

Ciocalteau.
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Se midio la degradacién de los fenoles totales a diferentes tiempos por
el método de Folin — Ciocalteau. Se hirvieron los extractos crudos a 100° C a
diferentes tiempos (0, 5,10, 15, 20, 40, 60 y 80 minutos). Los experimentos
de degradacion se realizaron con extractos crudos de frutos verdes y frutos
maduros de S. ebulus.

La recta patron utilizada es la misma que en el apartado anterior y
también son coincidentes los factores de dilucion. Los fenoles totales se
expresaron en pg equivalentes de acido galico por gramo de peso fresco. A
partir de ahi se obtuvieron las tablas en porcentaje de degradacion respecto
del tiempo (Tablas R7 y R8) y para una mejor visualizacién de los datos

presentamos los valores en forma de histograma (Figuras R12 y R13).

Tabla R7. Determinacion de fenoles totales en frutos maduros a
diferentes tiempos y degradacion. Se utiliz6 la reaccion con el reactivo de
Folin - Ciocalteau. PH: peso himedo. DE: desviacion estandar.

Fenoles totales. ng equiv. de galico/g Degradacion (%)
Tiempo (min) de PH por ebullicion.
Media + DE Media + DE
0 7.561 + 83 0,00 £+ 0,00
5 7.456 £ 126 2,55+ 1,64
10 7.255 + 64 5,18 £0,83
15 7.037 £ 30 8,02 +0,39
20 6.730 £ 45 12,04 + 0,59
40 4.115+3 46,22 + 0,03
60 2.695+ 14 64,77 + 0,18
80 1.687 + 145 77,94 + 1,89
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Figura R12. Degradacion de los fenoles totales con respecto al tiempo.
Se utilizo la reaccion con el reactivo de Folin - Ciocalteau. Los extractos de

frutos maduros de S. ebulus se sometieron a ebullicion.

Tabla R8. Determinacion de fenoles totales en frutos verdes a diferentes
tiempos y degradacion. Se utilizo la reaccion con el reactivo de Folin -
Ciocalteau. PH: peso himedo. DE: desviacion estandar.

Fenoles totales. ng equiv. de galico/g Degradacion (%)
Tiempo (min) de PH por ebullicion.

Media + DE Media £ DE
0 1.721 £ 60 0,00 £+ 0,00
5 1.658 +79 3,69 £ 1,41
10 1.587+92 7,85+2,19
15 1.493 + 108 13,32+ 3,39
20 1.386 + 67 19,47 £ 1,17
40 929 + 28 4599 + 1,31

97




60 638+ 19 62,94 £ 0,87

80 455 + 38 73,61 = 1,44

100 Método de Folin - Ciocalteau. Frutos verdes

Degradacién (%)

I

10 -
ol W

0 5 10° 15" 20 40° 60" 80" t(min)

Figura R13. Degradacion de los fenoles totales con respecto al tiempo.
Se utilizé la reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteau. Los extractos de
frutos verdes de S. ebulus se sometieron a distintos tiempos de ebullicion.

4.6.2. Medida de la pérdida de la capacidad antioxidante por
temperatura en frutos maduros y frutos verdes de S. ebulus por el

método de CUPRAC.

Se midio la pérdida de la capacidad antioxidante a diferentes tiempos
por el método de CUPRAC. Se hirvieron los extractos crudos a diferentes
tiempos (0, 5, 10, 15, 20, 40, 60 y 80 minutos). Los experimentos de
degradacion se realizaron con extractos crudos de frutos verdes y frutos
maduros de S. ebulus.

La recta patron utilizada es la misma que en el apartado anterior y
también son coincidentes los factores de dilucion. La capacidad antioxidante

se expresod en pg equivalentes de acido galico por gramo de peso fresco. A
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partir de ahi se obtuvieron las tablas en porcentaje de degradacion respecto

del tiempo (Tablas R9 y R10) y para una mejor visualizacion de los datos

presentamos los valores en forma de histograma (Figuras R14 y R15).

Tabla R9. Determinacion de la capacidad antioxidante en frutos
maduros a diferentes tiempos y degradacion. Se utilizé el método
CUPRAC. Los extractos de frutos maduros de S. ebulus se sometieron a
distintos tiempos de ebullicion. PH: peso humedo. DE: desviacion estandar.

Tiempo (min) pg equiv. galico/g de Degradacion (%).

PH. Media £ DE Media £ DE
0 3.529 £ 66 0,00 + 0,00
5 3451 £62 2,22 +£0,57
10 3.337+ 36 5,42 +1,31
15 3.173 £ 27 10,08 + 2,88
20 3.009 £ 27 14,71 £ 1,24
40 1.975+ 77 44,04 £ 1,17
60 1.334 £41 62,18 +1,18
80 1.008 £ 56 71,43 £1,07
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Figura R14. Pérdida de actividad antioxidante de frutos maduros de S.
ebulus por ebullicion. Se utilizo el método CUPRAC. Los extractos de
frutos verdes de S. ebulus se sometieron a distintos tiempos de ebullicion.

Tabla R10. Determinacion de la capacidad antioxidante en frutos
verdes a diferentes tiempos y degradacion. Se utilizd el método
CUPRAC. Los extractos de frutos verdes de S. ebulus se sometieron a
distintos tiempos de ebullicion. PH: peso humedo. DE: desviacion estandar.

Tiempo (min) pg equiv. galico/g de Degradacion (%).

PH. Media + DE Media = DE
0 747 + 4 0,00 £+ 0,00
5 721+ 8 3,48 £ 0,60
10 681 +2 8,88 £ 0,64
15 627 +3 16,06 = 0,06
20 596 + 1 20,26 £ 0,57
40 380+ 6 49,09 £+ 0,62
60 267+ 8 64,26 + 0,85
80 186 +12 75,15+ 1,61
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Figura R15. Pérdida de actividad antioxidante de frutos verdes de S.
ebulus por ebullicion. Se utiliz6 el método CUPRAC. Los extractos de
frutos verdes de S. ebulus se sometieron a distintos tiempos de ebullicion.

4.6.3. Medida de la pérdida de la capacidad antioxidante por
temperatura en frutos maduros y frutos verdes de S. ebulus por el

método del radical DPPH.

Se midio la pérdida de la capacidad antioxidante a diferentes tiempos
por el método del radical DPPH. Se hirvieron los extractos crudos a 100° C a
diferentes tiempos (0, 5,10, 15, 20, 40, 60 y 80 minutos). Los experimentos
de degradacion se realizaron con extractos crudos de frutos verdes y frutos
maduros de S. ebulus. La recta patron utilizada es la misma que en el
apartado anterior y también son coincidentes los factores de dilucion. La
capacidad antioxidante se expreso en pg equivalentes de Trolox por gramo
de peso fresco. A partir de ahi se obtuvieron las tablas en porcentaje de
degradacién respecto del tiempo (Tablas R11 y 12) y para una mejor
visualizacion de los datos presentamos los valores en forma de histograma

(Figuras R16 y R17).
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Tabla R11. Determinacion de la capacidad antirradicalaria en frutos
maduros a diferentes tiempos y degradacion. Se utilizdo el método del
radical DPPH. Los extractos de frutos maduros de S. ebulus se sometieron a
distintos tiempos de ebullicion. PH: peso humedo. DE: desviacion estandar.

Tiempo (min) pg equiv. trolox/g de Degradacion (%).

PH. Media £ DE Media + DE
0 3.074 £ 78 0,00 £ 0,00
5 2.790 £ 70 9,17 +3,92
10 2.665 £46 13,26 + 3,65
15 2.555+£50 16,85 + 3,61
20 2.405 £ 60 21,67 + 3,81
40 1.732 £ 53 43,69 £ 1,23
60 1.234+ 50 58,53 £2,33
80 934 £ 27 69,63 + 0,40

100 Método de DPPH. Frutos maduros

90
80
70
60 -
50 A
40 A
30
20

10 - i I
0 A .

0’ 5 10° 157 207 40 60" 80" t(min)

Degradacion (%)

Figura R16. Pérdida de actividad antirradicalaria de frutos maduros de
S. ebulus por ebullicién. Se utilizo el método del radical DPPH. Los
extractos de frutos maduros de S. ebulus se sometieron a distintos tiempos
de ebullicion.
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Tabla R12. Determinacion de la capacidad antirradicalaria en frutos
verdes a diferentes tiempos y degradacion. Se utilizo el método del
radical DPPH. Los extractos de frutos verdes de S. ebulus se sometieron a
distintos tiempos de ebullicion. PH: peso humedo. DE: desviacion estandar.

Tiempo (min) pg equiv. trolox/g de Degradacion (%).
PH. Media + DE Media + DE
0 838 £ 60 0,00+ 0,00
5 788 + 58 587 +1,92
10 756 £70 13,51 + 3,66
15 638 + 68 23,81 +2,77
20 591 + 53 29,53 + 1,56
40 378 £13 54,78 £ 2,44
60 300 + 18 64,09 + 1,64
80 213+ 15 74,58 + 1,15
100 - Método de DPPH. Frutos verdes
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Figura R17. Pérdida de actividad antirradicalaria de frutos verdes de S.
ebulus por ebullicion. Se utiliz6 el método del radical DPPH. Los extractos
de frutos verdes de S. ebulus se sometieron a distintos tiempos de ebullicion.
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4.6.4. Correlacion entre los tres métodos: Folin — Ciocalteau, CUPRAC

y radical DPPH en frutos maduros y frutos verdes.

A través del programa de software estadistico Graph Pad Prism 6
Demo establecemos la correlacion entre los tres métodos: Folin —

Ciocalteau, CUPRAC y radical DPPH a partir del indice de correlacion de

Pearson.

Tabla R13. Indice de correlacion de Pearson de los tres métodos

utilizados, Folin — Ciocalteau, CUPRAC y radical DPPH. Degradacién
en frutos maduros.

Indice de
Correlacion de Folin CUPRAC DPPH
Pearson
Folin - 0,999 0,997
CUPRAC 0,999 - 0,993
DPPH 0,997 0,993 -
indice de correlacién de Pearson
100+
-~ FOLIN
S -2 CUPRAC
< —+ DPPH
E‘: i

1 I 1 1 1 I 1 1 I
0 5 100 15 200 40" 60" 80

Figura R18. Grifica. indice de correlacion de Pearson de los tres

métodos utilizados, Folin — Ciocalteau, CUPRAC y radical DPPH.
Degradacion en frutos maduros.
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Tabla R14. indice de correlacion de Pearson de los tres métodos
utilizados, Folin — Ciocalteau, CUPRAC y radical DPPH. Degradacién
en frutos verdes.

Indice de
Correlacion de Folin CUPRAC DPPH
Pearson
Folin - 0,999 0,998
CUPRAC 0,999 - 0,992
DPPH 0,998 0,992 -
Indice de correlacion de Pearson
1004
-~ FOLIN
- CUPRAC
-+ DPPH

Degradacion (%o)

14 T T T T T T T
0 5 100 157 200 407 600 80t

Figura R19. Grifica. indice de correlacion de Pearson de los tres
métodos utilizados, Folin — Ciocalteau, CUPRAC y radical DPPH.
Degradacion en frutos verdes.

4.6.5. Medida de la degradacion de antocianidinas por temperatura en

frutos maduros de S. ebulus por el método diferencial de pH.

Se midio la degradacion de las antocianidinas a diferentes tiempos
por el método diferencial de pH. Para ello se sometieron a ebullicion los
extractos crudos a diferentes tiempos (0, 5,10, 15, 20, 40, 60 y 80 minutos).
Solo se determinaron en extractos crudos de frutos maduros de S. ebulus

puesto que son los tnicos que dan medidas significativas.

105



En la tabla R15 se recogen los resultados expresados como
antocianidinas monoméricas totales (AMT) en pg equivalentes de cianidin-

3-glucosido puro por gramo de peso fresco.

Tabla R15. Determinacion de antocianidinas monoméricas totales
(AMT) en frutos maduros de S. ebulus por el método diferencial de pH.
Los extractos de frutos maduros de S. ebulus se sometieron a distintos
tiempos de ebullicion. C3G: cianidin-3-glucosido.

pg equiv. de C3G/g de Degradacion (%).
Tiempo (min) PH. Media £ DE Media £ DE
0 2.175+£25 0,00 + 0,00
5 2.122 + 24 2,42 +£0,89
10 2.071 £ 11 4,75 +0,13
15 2.015+8 7,35+ 0,72
20 1.642 + 14 24,47 + 1,06
40 1.109 £ 15 49,01 +1,28
60 35110 82,49 + 0,64
80 220+ 11 89,90 + 0,49

Para una mejor visualizacion de los datos presentamos los valores en

forma de histograma (Figura R20).
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Figura R20. Determinacion de antocianidinas monoméricas totales
(AMT) en frutos maduros de S. ebulus por el método diferencial de pH.
Los extractos de frutos maduros de S. ebulus se sometieron a distintos
tiempos de ebullicion.

4.7. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA RESOLUCION
(HPLC) DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS DE S. EBULUS.

4.7.1. Determinacion de cianidin-3-glucésido en los extractos de

distintas partes de S. ebulus.

A la hora de evaluar antocianos en muestras bioldgicas y debido a la
gran cantidad de componentes similares presentes en los extractos, es
indispensable recurrir a técnicas cromatograficas. La cromatografia liquida
de alta eficacia (CLAE o HPLC segun su acrénimo sajon), es la técnica mas
eficaz. Debido a la naturaleza quimica de los antocianos, las condiciones
cromatograficas mas habituales incluyen el uso casi exclusivo de fases

estacionarias con rellenos C18 de fase reversa, detectores UV-Vis de
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fotodiodo array y fases moéviles complejas formadas por soluciones acuosas

aciduladas y modificadores organicos en gradiente.

La posibilidad de acoplar estos sistemas a detectores de masas ha

hecho posible determinar con precision el contenido cualitativo y

cuantitativo de estos compuestos en numerosas plantas.

En la siguiente tabla se recogen algunos ejemplos de métodos de

HPLC desarrollados en los ultimos anos.

Tabla R16. Métodos de HPLC desarrollados en los ultimos anos.

Cuantificacion Fase estacionaria Fase moévil Referencia
(método)
HPLC-DAD Novapak C18 A: 2,5% ac. formico Wang and Zheng
(510 nm) (150 x 3,9 mm, 4 pm) B: ACN (2001) Wang and
Lin (2003)
Wang, Bunce,
and Maas (2003)
HPLC-DAD Nucleosil C18 A:2,5% ac. formico Kosar, Karkas,
(150 x 4,6 mm, 5 pm) B: 2,5% ac. féormico/ACN Paydas, Husnu,
and Baser (2004)
HPLC-DAD LiChroCART Purospher RP-18e A: 5% éc. fébrmico Maitta-Riihinen,
(125 x 3 mm, 5 pm) B: ACN Kamal-Eldin,
Mattila,
Gonzalez-
Paramas, and
T&rronen (2004)
HPLC-DAD LiChroCART Purospher RP-18e | A:4,5% ac. formico Skupien and
(125 x 3 mm, 5 pum) B: 80% ACN +20% A Oszmianski
(2004)
HPLC-DAD Hypersil ODS A: 5% éc. férmico Anttonen and
(60 x 4,6 mm, 3 pm) B: ACN Karjalainen
(2006)
HPLC-DAD Symmetry C18 A: 1% éc. férmico Seeram, Lee,
LC/ESIU/MS/MS | (250 x 4,6 mm, 5 pm) B: ACN Scheuller, and
Heber (2006)
HPLC-DAD Betasil C18 A: 2% &c. acético Aaby, Ekeberg,
ESI-MS (250 x 2,1 mm, 5 pm) B: ac. acético-ACN-H,0 | and Skrede
(2:50:48) (2007)
HPLC-DAD Betasil C18 A: fosforico-acético-H,0 | Aaby, Wrolstad,
(500 nm) (250 x 2,1 mm, 5 pm) (1:10:89) Ekeberg, and
B: ACN Skrede (2007)
HPLC-DAD C18 Novapack A: ACN-férmico-H,0 | Hernanz et al.
(300 x 3,9 mm, 5 pm) (3:10:87) (2007)
B: ACN-formico-H,0
(50:10:40)
HPLC-DAD LiChroCART Purospher RP-18e A: 8,5% ac. formico Koponen,
(125 x 3 mm, 5 pm) B: ACN-MeOH (85:15) Happonen,
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Mattila, and

Torronen (2007)
HPLC-DAD AQUA C18 A: 0,1% ac. formico Lopes da Silva et
(520 nm) (150 x 4,6 mm, 5 um) B: ACN al., 2004
HPLC-DAD Alltech Allosphere ODS-1 A: 1% fosforico-10% acético | Terry et al. (2007)
(520 nm) (250 x 4,6 mm, 5 pm) B: ACN
HPLC-DAD Alltech Allosphere ODS-1 A: 1% fosforico-10% acético | Bordonaba and
(520 nm) (250 x 4,6 mm, 5 um) B: ACN Terry (2008)
HPLC-DAD Zorbax Eclipse XDB-C18 A: 2% &c. acético Bordonaba et al.,
(520 nm) (250 x 4,6 mm, 5 um) B: 2% TFA/MeOH 2011
HPLC-DAD C18 A:0,1% éc. férmico Tulipani et al.

(250 x 4,6 mm, 5 pm) B: 0,1% ac. féormico/ACN (2008)

En estos métodos y con el fin de incrementar la sensibilidad y
disminuir el limite de deteccion, es fundamental llevar a cabo procesos
previos de preconcentracion y purificacion de los extractos crudos. Para ello
lo més habitual es recurrir a una extraccion L/L previa y una posterior
extraccion en fase soélida (SPE) con columnas de alta afinidad. (Seabra y
cols. 2010), desarrollaron una técnica de extraccion con fluidos supercriticos
para incrementar la resolucioén en el analisis de antocianos en concentrados
de sauco, por la importancia que estd cobrando la adulteracién de vinos con
este producto.

En nuestro estudio se ha tomado como referencia el método propuesto
por Terry para la cuantificaciéon de antocianinas en extractos de fresas por
HPLC con extraccion en fase liquida como paso previo (Terry y cols. 2007),
debido a su adecuado limite de deteccion, sencillez y accesibilidad del
sistema de deteccion.

A la hora de cuantificar un compuesto en una muestra, es necesario
calibrar adecuadamente el método instrumental empleado. Los principales

procedimientos de calibracion son los siguientes:

- Comparacion con estandares: comparacion directa o titulacion.
- Calibracion de un estandar interno: método de minimos cuadrados.

- Métodos de adicidon de estandar.
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- Me¢étodo del patrén interno.

En el presente trabajo experimental y bibliografico no se ha
considerado necesario llevar a cabo una cuantificacion de ninguno de los
antocianos presentes en la muestra, sino mas bien, como varia su cantidad
relativa en funcion de la parte de la planta que se estudie. Por lo tanto, se ha
realizado una implantacién de la metodologia analitica de referencia para
asegurar que las caracteristicas de resolucion de dicho método se ajustan a
los requerimientos del estudio.

Por lo tanto, los parametros cromatograficos empleados en esta

memoria son los siguientes:

- Fase estacionaria: Spherisorb ODS-1 (250 x 4,6 mm, Sum) acoplado a
un guardacolumna (4 x 3 mm)
- Temperatura de analisis: 40 °C
- Fase movil: A: 1% fosférico-10% acético (pH 1,5)
B: ACN

Tabla R17. Composicion de la fase movil respecto al tiempo de

cromatograma.
Tiempo del Incremento en A (%) Modalidad
cromatograma (min)
0-10 2-20 Gradiente
10-15 20-2 Gradiente

Debido a la formula estructural del compuesto que se desea

caracterizar, la cianidin-3-glucdésido, se ha reducido a la mitad el tiempo del
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gradiente inicial y no ha sido necesario aumentar el modificador orgéanico
hasta un 40%. Con ello se ha logrado acortar notablemente el tiempo global
de andlisis, se ha abaratado el costo por muestra y se reduce el impacto

ambiental de los residuos generados respecto al método de referencia.

- Flujo: 1 ml/min (P 20, 3 bar)
- Deteccion: PDA 520 nm

- V de inyeccion: 20 pl

Figura R21. Detalle de la monitorizacion de la presion y absorbancia de
una muestra de extractos de frutos maduros diluida 1:2 con agua Milli-
Q segun el método propuesto por Terry y cols., 2007.

Basandonos en el contenido total de antocianidinas obtenido por el
método diferencial, se realiza una dilucidén 1:2 en el extracto de frutos
maduros y se inyecta en el sistema cromatografico variando la composicioén

de la fase movil segiin el método propuesto por Terry y cols. (2007)
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observandose dos picos principales bien resueltos antes de 20 minutos y a
una presion constante a lo largo de todo el cromatograma, por lo que se
decide acortar el tiempo y la composicion del gradiente a las condiciones

finales.

4.7.2. Analisis semicuantitativo de los extractos de S. ebulus.

En este andlisis se pretende llevar a cabo un andlisis cualitativo de la
presencia de cianidin-3-glucosido en extractos homogéneos de diferentes
partes de S. ebulus L. Para ello se realiza una dilucion 1:10 en agua Milli-Q
de los extractos y se filtran a través de filtros de nylon de 0,45 pm como
paso previo a su incorporacion al sistema cromatografico. Se analiza ademas
un estdndar de 100 pg/ml de cianidin-3-glucésido para determinar el
espectro cromatografico y realizar los ensayos de resolucion y pureza de

pico, asi como un analisis semicuantitativo de los extractos.
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Figura R22. Cromatogramas superpuestos de los extractos de frutos
maduros de S. ebulus L. y patrén de cianidin-3-glucosido (100 pg/mL).
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La sefial de cianidin-3-glucésido no posee ningun tipo de interferencia
analitica con el resto de componentes presentes en la muestra y en todos los
casos estudiados el factor de resolucion es superior a 2, tal y como aconseja
la monografia correspondiente de la Real Farmacopea Espafola. El andlisis
semicuantitativo revela que el extracto analizado posee una concentracion
aproximada de 175 pg/ml de cianidin-3-glucésido, si bien este valor deberia
confirmarse con un andlisis cuantitativo calibrado mediante la adicion de
patrén externo o por calibracion con estandar interno mediante el método de

minimos cuadrados.

|
000 = - -

DL S T M B S B i

e e B e v~
o 10 20 30 40 50 60 e a0 20 00 no 120 120 140
Fetertion Tews [min)

Figura R23. Cromatograma del extracto de hojas maduras.
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Figura R24. Cromatograma del extracto de umbelas de frutos maduros.
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Figura R25. Cromatograma del extracto de brotes.
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Figura R26. Cromatograma del extracto de apices.
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Figura R27. Cromatograma del extracto de umbelas de frutos verdes.
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Figura R28. Cromatograma del extracto de frutos verdes pequeios.
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Figura R29. Cromatograma del extracto de frutos verdes.
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Figura R30. Cromatograma del extracto de flores.
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Figura R31. Cromatograma comparativo de los extractos de flores y
frutos verdes.

Cianidin-3-glucosido aparece en cantidades apreciables como pico

principal a un tiempo de retencion de 12,57 minutos en las condiciones
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cromatograficas establecidas, s6lo en los extractos de frutos maduros. En los
otros extractos analizados aparece como pico secundario. Tanto en flores
como en frutos verdes, aparece un pico mayoritario a un tiempo de retencioén

de 9,46 minutos.
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Figura R32. Cromatograma comparativo de los extractos de frutos
verdes pequeiios, frutos verdes y frutos maduros.

A medida que se incrementa el estado de maduracién de los frutos, se
modifica notablemente el perfil cromatografico obtenido. Como
consecuencia de este cambio, aparece en frutos maduros el pico

correspondiente a cianidin-3-glucdsido.

4.7.3. Influencia del tiempo de coccion en el contenido en cianidin-3-

glucésido en extractos de frutos maduros de S. ebulus.

En este estudio se pretende determinar la influencia del tiempo de
coccion en la estabilidad de la cianidin-3-glucésido en extractos

homogéneos de frutos maduros de S. ebulus. Para ello tal y como se describe
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en el apartado de materiales y métodos, se somete a coccidon a tiempos
previamente establecidos a fracciones homogéneas de extractos de frutos
maduros; transcurrido ese tiempo, se realiza una dilucién 1:10 en agua Milli-
Q de los extractos y se filtran a través de filtros de nylon de 0,45 um como

paso previo a su incorporacion al sistema cromatografico.
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Figura R33. Detalle del aspecto de uno de los extractos ensayados a los

diferentes tiempos de coccion evaluados.
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Figura R34. Cromatograma del extracto de frutos maduros de S. ebulus
sin tratamiento térmico. A 12,57 minutos aparece el pico
correspondiente a cianidin-3-glucdsido.
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Figura R35. Cromatogramas del extracto de frutos maduros de S
ebulus a los 5 minutos de coccion.
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Figura R36. Cromatogramas del extracto de frutos maduros de S.
ebulus a los 15 minutos de coccién.
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Figura R37. Cromatogramas del extracto de frutos maduros de S.
ebulus a los 40 minutos de coccién.
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Figura R38. Cromatogramas del extracto de frutos maduros de S.
ebulus a los 60 minutos de coccién.
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Figura R39. Cromatogramas del extracto de frutos maduros de S.
ebulus a los 80 minutos de coccién.
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Figura R40. Cromatogramas del extracto de frutos maduros de S.
ebulus sin tratamiento térmico y a los 5, 15, 40, 60 y 80 minutos de

coccion.
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4.8. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE
EXTRACTOS CRUDOS DE LAS DIFERENTES PARTES DEL S.

EBULUS.

En los resultados se recogen cuatro geles de poliacrilamida de
extractos de las distintas partes de S. ebulus que consideramos de interés
(Figuras R41, R42, R43, R47). La primera electroforesis corresponde a
extractos crudos sin dializar de las diferentes partes del S.ebulus en la que se
observa que al menos en tres partes de la planta aparecen proteinas no

descritas anteriormente. Se trata de proteinas en flores, umbelas de frutos

verdes y umbelas de frutos maduros.
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Figura R41. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
de diferentes partes de S. ebulus. Marcadores SELfd (Mr 68.000), Nigrina

b (Mr 58.000) y SNAIV (Mr 30.000).
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Figura R42. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
de extractos de diferentes partes de S. ebulus. Sometidos o no a dialisis.
s.d. indica sin dializar. Marcadores SELfd (Mr 68.000), Nigrina b (Mr
58.000) y SNAIV (Mr 30.000).

Se destaca la presencia de dos proteinas mayoritarias que por su
posiciéon pudieran ser los equivalentes de ebulina f'y SELfd (Jiménez y cols.,
2013b) en las inflorescencias. Como se vera posteriormente, se trata de
isoformas de ambas proteinas.

Se estudi6 también el efecto de la dialisis de los extractos sobre sus
perfiles proteicos. Como se muestra en la Figura R42, no se observan

diferencias apreciables en ambas condiciones.
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Figura R43. Gel de electroforesis. Frutos verdes (FV), flores (FL) y
umbelas de frutos verdes (UFV) en condiciones de +/- 2ME. Marcadores
SELfd (Mr 68.000), Nigrina b (Mr 58.000) y SNAIV (Mr 30.000).

En la figura R43 se muestra el efecto de 2-mercaptoetanol sobre la
estructura de las proteinas de los extractos de frutos verdes, flores y umbelas
de frutos verdes. Como puede apreciarse las proteinas mayoritarias
detectadas en estas partes de S. ebulus se reducen y generan subunidades de

menor peso molecular, en el entorno de la Mr de SNA TV.

4.9. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS LECTINAS
PRESENTES EN LAS INFLORESCENCIAS DE S. EBULUS.
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4.9.1. Aislamiento y purificacion de las lectinas de las inflorescencias de
S. ebulus.

Se trataba de confirmar la presencia de nuevas proteinas en las flores
de S. ebulus, que habiamos detectado por electroforesis de los extractos. Las
inflorescencias de S. ebulus se recogieron en Barruelo del Valle (Valladolid)
durante el mes de Junio con unas medidas promedio de 5 mm x 5 mm.

La obtencion de proteinas nuevas se realizd por cromatografia de
afinidad segun un procedimiento desarrollado en nuestro laboratorio
recientemente (Jiménez y cols., 2013b). Un factor muy importante es la
eliminacidon del mucilago plastico muy pegajoso que se adhiere fuertemente
a la superficie de los materiales empleados en la extraccion y que esta
presente en todas las preparaciones de S. ebulus.

Su eliminaciébn se realizO en una primera fase durante la
centrifugaciéon del extracto, donde se depositd la mayor parte en el fondo de
los tubos de centrifugacion. El resto se adhirié al papel (73 g/m®) del filtro
de doble capa que se utiliz6 para filtrar el sobrenadante de la centrifugacion

del extracto crudo.

Figura R44. Flores de S. ebulus. Se muestran inflorescencias recogidas en
junio en Barruelo del Valle (Valladolid).
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Se realizd una primera cromatografia de afinidad a través de una
columna de Sepharose 6B tratada con acido (AT-Sepharose 6B) cuyos

resultados se representaron en la figura R45.

Cromatografia de afinidad
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Figura R45. Perfil de absorcion obtenido por cromatografia de afinidad
en Sepharose 6B tratada con acido (AT-Sepharose 6B) de extracto de
flores. Se partio del extracto crudo de las inflorescencias de S. ebulus
previamente filtrado con doble gasa para eliminar los restos de tejido
vegetal. Se realizo una doble centrifugacion y filtrado a través de doble capa
de papel de filtro para eliminar el mucilago contaminante y el sobrenadante
clarificado se aplico a una columna de cromatografia GE XK50 (5 x 10 cm)
con 200 ml de gel AT-Sepharose 6B. Se lavo la columna con tampon salino
(5mM fosfato monosodico, 0,28 M NaCl (pH=7,5) y se eluyd la proteina
retenida con el mismo tampodn conteniendo 0,2 M de lactosa, recogiendo
fracciones de 10 ml hasta que la absorbancia a 280 nm se estabiliza en
valores cercanos a 0.
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La proteina eluida se sometié a cromatografia de exclusion molecular
con una columna de Superdex 75 lo cual que permiti6 la separacion de dos
proteinas (Figura R46). Estas proteinas se describen por primera vez en este
trabajo y decidimos denominarlas ebulina blo y SELblo (blo de “blossoms”).
El rendimiento de ebulina blo fue de 26,52 pg/g y el de SELblo de 42,10

ug/g en ambos casos referido a inflorescencia humeda.
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Figura R46. Perfil de Cromatografia en Superdex 75 de las lectinas
totales de S. ebulus aisladas por cromatografia de afinidad en flores. La
proteina total extraida en la columna de afinidad se concentré a un volumen
de 5 ml y se aplico a una columna de cromatografia de exclusion molecular
HiLoad 26/60 Superdex 75 (preparative grade) que se resolvid con tampodn
de elucion (NaCl 0,14 M en 5 mM (pH 7,5) a un flujo de 2,5 ml/min. Se
descontaron los primeros 70 ml y se tomaron fracciones de 2,5 ml a las que
se midi6 su absorbancia a 280 nm. Se juntaron las fracciones de cada lectina
por separado y se dializaron frente H,O (4 cambios de 5 litros cada uno).
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4.9.2. Caracterizacion molecular de las lectinas de las inflorescencias de

S. ebulus.

Para determinar la pureza y la masa molecular relativa de ambas
proteinas se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida en

presencia de SDS y ausencia o presencia de 2-mercaptoetanol.
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Figura R47. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
de extractos de las nuevas lectinas SELblo y ebulina blo. En condiciones
de +/- 2ME. Extractos dializados. Patrones. SELfd (Mr. 68.000), ebulina f
(Mr. 56.000), Ovoalbtimina (Mr. 45.000), SNAIV (Mr. 30.000), inhibidor de
tripsina (Mr. 20.000).

4.9.3. Analisis de 1a masa molecular por espectrometria de masas de las
lectinas ebulina blo y SELblo de extractos de flores de S. ebulus.
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La masa molecular exacta de ambas lectinas se determind por
espectrometria de masas en el servicio de Protedmica de la Universidad
Complutense de Madrid. Se enviaron al servicio 0,57 mg de ebulina blo y
0,81 mg de SELblo cada una de las proteinas congeladas en porciones de
0,19 y 0,27 mg. Los valores de masas relativas fueron: Mr = 63.225 para
ebulina blo y Mr = 68.432 para SELblo. Los pl estimados fueron 5,56 para
ebulina blo y 5,54 para SELblo.

Por otro lado, se obtuvieron los péptidos tripticos de ambas
proteinas por digestion con tripsina y se determinaron sus masas
moleculares por espectrometria de masas. En las figuras R48 y R49 se

muestran los resultados.
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Figura R48. Espectro de masas ebulina blo.
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Figura R49. Espectro de masas de SELDblo.

Una vez identificados los distintos péptidos tripticos se secuenciaron
por espectrometria de masas mediante el procedimiento MALDI-TOF. En
las figuras R50 se presentan las secuencias de distintos péptidos que por su

abundancia pudieron secuenciarse con relativa facilidad.

Ebulina blo (estructura A-B; Mr 63.225)
VATGTYEVNGLPVLR

SNLFLGTTQHTLSFTGNYDNLETAAGTR
ESIELGPNPLDGAITSLWYDGGVARSLLVL IQMVPEAAR
YIEQEVRITGIAILLFR

NGYDTDGTP IQLWPCGTQRNQQWTFYNDK
WEVLIDGS 1 INPSSGLVMTAPSGASR
CQGLATQRWFFNSDGSVVNLKESDVSLQEV I I FPATGNPNQQWR
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SELDblo (estructura B-B; Mr 34216 x 2)
FNAIRMPHDFVGEDNK

DGLCVDAR

DLCLTSRDINISFTC

QGLPTQR

Figura R50. Secuencias de los péptidos tripticos de SELDblo.

En la figura R51 se presentan las secuencias de algunos péptidos
tripticos de Ebulina blo y SELblo comparados con las secuencias completas
de Ebulina I (gi|13171073) y SNAId (g1/32892180) como referencia. Como
puede apreciarse, los péptidos de ambas lectinas guardan una muy elevada
homologia secuencial con las secuencias utilizadas como referencia, Ebulina
1 y SNAId. Creemos que dicho grado de homologia deriva de la gran
equivalencia espacial de las estructuras terciarias de las lectina de Sambucus
que permite una accién muy similar sino idéntica de la tripsina y por lo tanto

la generacion de péptidos muy parecidos.
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Figura RS51. Secuencias de ebulina 1, péptidos de ebulina blo, SNAId y
péptidos de SELblo. Las secuencias marcadas en amarillo son algunos de
los péptidos tripticos obtenidos de ebulina blo. Las secuencias en verde son
algunos de los péptidos tripticos obtenidos de SELblo. Los rectangulos
indican las zonas en las que se encuentran secuencias parecidas de algunos
de los péptidos tripticos del alérgeno Sam nl.

4.10. EFECTO DE LA ADMINISTRACION POR ViA NASAL DE
EBULINA BLO A RATONES SWISS.

Para determinar la toxicidad de ebulina blo en ratones Swiss se
procedid a la administracion nasal de diferentes concentraciones a grupos de
7 ratones cada uno. Los pesos de los ratones control no varian practicamente
en el tiempo que dura el experimento debido a que estos animales estan ya

en el peso maximo que suelen alcanzar (R52).
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Figura R52. Grafica que representa la variacion en tanto por ciento (%)
en peso en ratones Swiss en ratones control (sin ebulina blo via nasal).

La administracion de 5 mg/kg de peso corporal de ebulina blo provoca
un efecto toxico que provoca la muerte de los ratones ya al quinto dia y mata

al 60% a los 14 dias. La reduccidén de peso (30% de pérdida) fue muy
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notable y se produce de manera continua hasta la muerte de los ratones
(R53).

100
90 A

80 4

Pesoen %

70 4

60 A

50

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tiempo (dias)

Figura R53. Grafica que representa la variacion en tanto por ciento (%)
en peso en ratones Swiss a 5 mg/kg via nasal de ebulina blo.

La administracion de 3,75 mg/kg de peso corporal de ebulina blo mata
a los ratones ya a los 7 dias y a los 11 dias mueren un 70%, con una pérdida

de peso continua de hasta el 30% en cada raton (R54).
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Figura R54. Grafica que representa la variacion en tanto por ciento (%)
en peso en ratones Swiss a 3,75 mg/kg via nasal de ebulina blo.
En los resultados obtenidos con la administracion de 2,50 mg/kg de

peso corporal de ebulina blo no se observa reduccidén por debajo del 70%
(R55).
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Figura R55. Grafica que representa la variacion en tanto por ciento (%)
en peso en ratones Swiss a 2,50 mg/kg via nasal de ebulina blo.

4.11. REPRESENTACIONES DE KAPLAN-MEIER DE LA
SUPERVIVENCIA DE RATONES SWISS A EBULINA BLO NASAL.

Las representaciones de Kaplan-Meier de la administracion de
distintas cantidades de ebulina blo a ratones Swiss (Figuras R56, R57, R58),
indican que ebulina blo es toxica por administracion nasal en forma de

disolucion por encima de 2,5 mg/kg de masa corporal.
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Figura R56. Representacion de Kaplan-Meier de la supervivencia en
ratones Swiss a 2,50 mg/kg via nasal de ebulina blo.
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Figura R57. Representacion de Kaplan-Meier de la supervivencia en
ratones Swiss a 3,75 mg/kg via nasal de ebulina blo.
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Figura R58. Representacion de Kaplan-Meier de la supervivencia en
ratones Swiss a 5 mg/kg via nasal de ebulina blo.

137



5. DISCUSION.
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S. ebulus es una planta medicinal con una gran capacidad
antioxidante, y una elevada concentracion de polifenoles, entre los que se
incluyen los cianidin-glucoésidos (Kiselova y cols., 2006). Se ha descrito
que los frutos de S. ebulus pueden llegar a ser toxicos, e incluso mortales
para nifios y ancianos y esto limita grandemente su utilidad (Font-Quer.,
1999).

Esta planta contiene una serie de proteinas denominadas ebulinas que
se han caracterizado como proteinas inactivadoras de ribosomas del tipo 11
que presentan una toxicidad a tener en cuenta si la planta se utiliza con
finalidad fitoterapéutica y sin procesar, es decir sin manipulaciones térmicas
encaminadas a destruir su toxicidad.

La primera parte de los objetivos de este trabajo ha estado encaminada
precisamente a determinar la capacidad antioxidante y antirradicalaria
presente en las distintas partes de la planta. Nuestros resultados indican que
son los frutos las partes que tienen mayor concentracion de compuestos que
reaccionan con el reactivo Folin - Ciocalteau. Este reactivo es caracteristico
de fenoles y mide también capacidad antioxidante de compuestos como
vitaminas E y C, y acidos organicos como acido clorogénico, cafeico,
sindpico, etc. Los frutos maduros acumulan algo mas de 4 veces compuestos
reactivos con el reactivo Folin - Ciocalteau que los frutos verdes.

Entre los fenoles complejos que reaccionan con el reactivo de Folin-
Ciocalteau se encuentran los flavonoides. Se acepta que los flavonoides son
productos del metabolismo secundario producidos por la ruta del
fenilpropano que podrian servir en la planta que los produce como
proteccion frente a la luz ultravioleta, como agentes protectores frente al
ataque por patdégenos y como moduladores de la accion de las hormonas

vegetales.
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La otra medida de capacidad antioxidante es la que utiliza el método
CUPRAC, por este procedimiento se obtienen valores de capacidad
antioxidante en frutos maduros 4,5 veces mas que en frutos verdes y la
mitad que con el reactivo de Folin - Ciocalteau. Aunque los fenoles poseen
también capacidad antioxidante, la diferencia entre ambos procedimientos
indica que el método del Folin - Ciocalteau valora ademas de los
compuestos antioxidantes, otros compuestos sin capacidad reductora
aparente del complejo cobre (II) - neocuproina.

No obstante, la relacion de actividad en equivalentes de acido gélico
se mantiene en otras partes de la planta con excepcion de los apices, brotes y
hojas maduras, en donde la proporcién de sustancias reactivas con Folin-
Ciocalteau en relacion con las reactivas con cobre (II)-neocuproina es mayor
de 2.

Otra propiedad importante de plantas medicinales con capacidad
antioxidante, es que presentan actividad antirradicalaria y por lo tanto, son
utiles para el atrapamiento de radicales libres generados en el metabolismo,
particularmente radicales libres, el oxigeno, nitrogeno, fosforo y cloro.

Estos radicales libres, de los cuales, los del oxigeno son los mas
conocidos (ROS: “radical oxigen species”), atacan a las moléculas
biologicas en particular los fosfolipidos de las membranas y los acidos
nucleicos. En el primer caso los radicales libres forman lipoperéxidos
inestables que evolucionan a derivados cuya presencia en la membrana es
una caracteristica quimica de la denominada respuesta de estrés o estrés
oxidativo; estos derivados se escinden del fosfolipido por sistemas
enzimaticos especiales que se encargan de mantener la membrana lo mas
funcional posible.

En el segundo caso, el ataque mas importante es el que se produce

sobre el ADN que provoca roturas, delecciones y formacion de aductos en
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las cadenas de ADN y que tienen efectos notables en la promocion del
envejecimiento y la carcinogénesis (Girbés y Jiménez., 2012 a, b). En ambos
casos el bloqueo de la respuesta oxidante es importante para prevenir el
desarrollo de patologias.

Muchas de las sustancias antirradicalarias que ingerimos se
encuentran en los alimentos vegetales y en particular en determinadas
plantas, muchas de ellas, plantas medicinales. En el presente trabajo se
escogid el modelo del radical libre DPPH, que es estable en condiciones
normales y presenta absorcion a 515 nm. La presencia de sustancias
antirradicalarias puede por tanto detectarse con esta sustancia simplemente
valorando la reduccidon de la absorcion. Este procedimiento es utilizado
ampliamente en la literatura sobre el tema (Barros y cols., 2007).

El DPPH tiene mayor utilidad para nuestro estudio que el DOPPH. En
los experimentos se utilizé el Trolox, que es un andlogo de la vitamina E,
como patron. Los resultados indican que los frutos maduros de nuevo,
presentan el doble de actividad antirradicalaria.

La maduracion de los frutos de S. ebulus es concomitante con la
biosintesis de antocianos en particular los derivados de cianidina, cianidin-3-
glucosido, cianidin-3-glucdsido-5-sambubidsido y cinanidin-5-diglucosido
(Bermudez-Soto y Tomas-Barberan., 2004), siendo mas abundante el
primero. La biosintesis se produce por la ruta de la chalcona sintetasa y la
transicion verde maduro se produce muy rdpidamente, de manera, que es
posible encontrar simultdneamente frutos verdes y maduros en la misma
umbela.

Nuestros resultados indican que la tUnica parte de la planta que
acumula antocianos son los frutos maduros, mientras que las demads partes
estudiadas practicamente carecen de ellos. La determinacion de la

concentracion de antocianos se realizd mediante el método diferencial del
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pH, que consiste en determinar la absorcion diferencial que se produce a pH
1 (coloracion rojiza) y a pH 4,5 (de coloracion muy pronunciada). A valores
de pH 6 y superiores el anillo flavilio se abre dando lugar a la chalcona
correspondiente que posee una coloracidon mucho menor, por lo tanto, y de
acuerdo con resultados publicados previamente (Prior y cols., 2005) los
antocianos son estables en el estdbmago pero inestables en el intestino
delgado. Esta puede ser la causa de la baja biodisponibilidad de las
antocianidinas (Prior y cols., 2005).

Los valores obtenidos en equivalentes de cianidin-3-glucosido son
muy elevados (2,1 mg/gr de fruto maduro), lo que les convierte en las bayas
conocidas mas ricas en este compuesto. El andlisis por HPLC de los
extractos crudos de frutos maduros confirma que el cianidin-3-glucésido, es
el glucosido més abundante. Por contra, los frutos verdes y las
inflorescencias presentan un pico de absorcidn mayoritario que no hemos
podido identificar pero que se mueve en la zona del cianidin-3,5-diglucdsido
(Bermudez-Soto y Tomas-Barberan., 2004).

El tratamiento térmico reduce en 1/3 la concentracién de cianidin-3-
glucosido ya a los 5 minutos y de 2 a los 5 minutos, y desaparece
practicamente a los 30 minutos. Esto demuestra que este antociano es mas
sensible que el conjunto de los antocianos y de antioxidantes, que
experimenta pérdidas inferiores al 10% en los primeros 15 minutos del
tratamiento. No hay que olvidar que entre las sustancias antioxidantes de los
frutos maduros se encuentran vitamina C, vitamina E y sustancias
polifenolicas que pueden llegar a ser més resistentes que los antocianos.

La limitacidn en el uso de estas bayas como fuente rica en antocianos
y otros polifenoles y antioxidantes, estriba en la presencia de lectinas cuya

concentracion depende del grado de maduracidn entre otros factores.
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Resultados recientes indican que las lectinas de frutos de S. ebulus,
ebulina fy SELfd, se sensibilizan a pepsina 4cida por incubacion en bano de
agua en ebullicion durante 5 minutos (Cabrero y cols., 2013).

En este trabajo se estudi6 si dicho tratamiento térmico, que inactivaria
las lectinas en el proceso de digestion gastrica, y por tanto, reduciria su
toxicidad y alergenicidad, afectaria a la concentracion de fenoles totales,
capacidad antioxidante y capacidad antirradicalaria.

Nuestros resultados indican que este tratamiento térmico que
sensibilizan las lectinas a pepsina no elimina las propiedades antioxidantes y
antirradicalarias de los extractos de fruto maduro.

La baja sensibilidad de la ebulina 1 y su ausencia en la SELfd de
frutos probablemente se debe a la conformacion y de las cadenas
polipeptidicas que no permite el acceso de la pepsina a sus enlaces
peptidicos diana. El tratamiento térmico desnaturaliza a las lectinas y
permite su rapida degradacion por pepsina acida.

Las lectinas nativas, que como hemos comentado, guardan una
estrecha homologia con el alérgeno Sam nl pasarian intactas el
compartimento gastrico y podrian desencadenar la respuesta alergénica en el
intestino delgado.

Por otro lado, dado que la ebulina f presenta una toxicidad apreciable
cuando se administra por via oral (Jiménez y cols. 2013b) es concebible que
la ingesta de los frutos maduros sin procesar pudiera desencadenar la
toxicidad que se ha observado en animales intactos (Jiménez y cols. 2013a).

La relevancia de nuestros resultados estriba principalmente en que
hemos podido demostrar que se puede reducir o eliminar la amenaza de
ebulina f sin afectar las propiedades que se han asignado a los frutos de S.

ebulus.
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S. ebulus contiene ebulina en hojas (Girbés y cols., 1993 a, b),
rizomas (Citores y cols., 1997), y frutos (Citores y cols., 1998 y Jiménez y
cols. 2013b). Dada la importancia de esta proteina y su caracter toxico
(Jiménez y cols. 2013a) decidimos estudiar su presencia en distintas partes
de la planta.

Resulta muy interesante el hecho de que estas proteinas se encuentren
entre las mayoritarias en las distintas partes de S. ebulus en particular en
inflorescencias, frutos verdes y maduros, umbelas y hojas.

La mayor concentracion de lectinas en particular SELfd se produce en
inflorescencia y en frutos. Aunque no se sabe el papel bioldgico de estas
proteinas debe de ser importante habida cuenta de su importancia.

Peumans y Van Damme., (1995) han sugerido que las proteinas
inactivadoras de ribosomas de tipo II y particularmente las que poseen
actividad lectina, asi como las lectinas sin actividad antirribosémica podrian
desempeinar un papel como proteinas de reserva para almacenar nitrogeno
biodisponible rapidamente. En el caso de los frutos maduros, la lectina
SELfd representa mas del 95% de la proteina total y presenta trazas de
ebulina f.

En los frutos verdes se produce también acumulacion de la lectina
pero en menor cantidad que en frutos maduros. En inflorescencias se
acumulan dos lectinas parecidas a SELfd y ebulina f, que hemos
denominado SELDblo y ebulina blo (de “blossoms™).

Para determinar si las lectinas de las inflorescencias son las mismas
que las de los frutos, procedimos a su aislamiento segin la metodologia
desarrollada previamente por nuestro laboratorio (Jiménez y cols. 2013b)
ambas lectinas SELblo y ebulina blo pudieron aislarse de la misma manera

que SELfd y ebulina f.
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Recientemente se ha aislado nigrina b de la corteza de S. nigra,
mediante un proceso que requiere una primera columna de cromatografia de
intercambio 16nico en SP-Sepharose, posterior elucion con tampdn fosfato
sodico y una cromatografia de exclusion molecular en Sephacryl S-100
(Ferreras y cols., 2011). Este procedimiento que es distinto del de afinidad
rinde 4 veces mas ebulina que el procedimiento original por cromatografia
de afinidad (Girbés y cols., 1993a).

No obstante, este procedimiento de intercambio i6nico rinde cadenas
polipeptidicas que pueden ser inactivas porque el procedimiento no las
separa por actividad de fijacién de azhcares. El resultado es importante si se
utiliza esta proteina para la construccion de inmunotoxinas y conjugados
dirigidos contra células blanco (Mufioz y cols., 2007; Mufioz y cols., 2013).
En estos casos lo que se necesita es una proteina muy activa tanto en su
parte antirribosdmica (cadena A) como en su parte lectina (cadena B).

Se ha descrito que la internalizacioén de las RIPs de tipo II se produce
con mayor eficiencia en forma de dimero A-B, en el cual la cadena B ayuda
al proceso de traslocacidon a través de las membranas endosémicas y en su
caso del reticulo endoplasmico rugoso, como sucede con la ricina. La
estabilidad de las inmunotoxinas construidas con dimeros con RIPs A-B, es
mayor que las construidas con cadenas A purificadas a partir de dimeros A-
B o proteinas recombinantes derivadas del gen que codifica a la cadena A de
las RIPs de tipo II (Antolin y cols. 2004).

El analisis de las masas moleculares obtenidas por espectrometria de
masas revela que ebulina blo posee una masa relativa de 63.225, diferente de
la masa relativa de ebulina f que es de 58.904. Por otro lado, la masa
molecular de SELblo es muy parecida a la de SELfd (68.432 en el primer
caso y 68.678 en el segundo).
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Ebulina blo y SELblo presentan un comportamiento electroforético
diferente. Asi ebulina blo en presencia de 2-mercaptoetanol se comporta
como dos bandas de peso molecular diferente (cadenas A y B) que
estuviesen glicosiladas y por lo tanto, migran como bandas anchas mas
definida en la parte superior. Este comportamiento se ha apreciado en otras
glicoproteinas, en cambio, SELblo presenta una unica banda nitida
consistente con una estructura B*-B*.

Resultados no publicados de nuestro laboratorio utilizando la técnica
de doble inmunodifusion (Higuchi y cols., 1989), indican que ambas lectinas
reaccionan con anticuerpos policlonales de conejo contra la mezcla de
ebulina f y SELfd dos lectinas equivalentes aisladas de frutos de S. ebulus,
siendo SELDblo la proteina que mas reacciona con los anticuerpos.

El comportamiento electroforético de SELblo es también
caracteristico de proteinas muy glucosiladas. Tradicionalmente se ha
aceptado que las cadenas polisacaridas de las glucoproteinas son mas
antigénicas que las cadenas polipeptidicas de las mismas glucoproteinas.
Esto sugiere que la lectina de las inflorescencias puede ser un alérgeno
notable lo que encajaria con hipotesis previas (Jiménez y cols., 2013b).

En este sentido, hay que recordar que el alérgeno Sam nl, aislado del
polen de S. nigra guarda homologia secuencial con las lectinas de S. ebulus
y S. nigra (Foster-Walde., 2003).

La digestion con tripsina seguida de la espectrometria de masas
permite obtener la huella triptica de las dos lectinas que es claramente
diferente. Por otro lado, la comparacion con las dos lectinas obtenidas de
frutos, indica que si bien, en el caso de SELblo, se obtiene un péptido
mayoritario (1.884 Da) que se observa también en SELfd, es dificil

encontrar péptidos equivalentes entre ambas lectinas. Una comparacién

146



similar entre la ebulina f'y la ebulina blo, revela un péptido de 1.539 Da en
ambas proteinas.

Se secuenciaron diversos péptidos tripticos para tener la secuencia de
aminoacidos y poder comparar con la secuencia de aminoacidos derivada
del gen de la ebulina I (Pascal y cols., 2001) y de la SNAId de la base de
datos NCBI Viridiplantae (Green plants) database.

Los resultados indican que estas proteinas se parecen entre si, en la
cadena B y B*, y también con péptidos tripticos derivados del alérgeno Sam
nl. Este hecho junto con la gran reactividad de la lectina SELblo apoya la
hipdtesis de que las lectinas antirribosomicas, por su cadena B, y las lectinas
sin actividad antirribosémica (cadenas tipo B) configuran una familia de
alérgenos siendo Sam nl el primero de los aislados (Ferreras y cols., 2011 y
Jiménez y cols., 2013b).

Resultados recientes indican que la ebulina aislada de frutos, ebulina f
presenta una elevada toxicidad en ratones tanto por administracion
intraperitoneal como por administracion oral (Jiménez y cols., 2013a, b).
Dado que, el alérgeno Sam nl se aislo de polen y nuestra tesis es que las
lectinas de las inflorescencias son alérgenos equivalentes y/o relacionados,
se pensO que estas proteinas podrian tener toxicidad por administracién
nasal. Se estudid unicamente la ebulina blo porque es la lectina
antirribosomica, y en forma de solucion que se instilé por via nasal para
evitar la formacion de aerosoles que, dada la toxicidad de las ebulinas,
podria entrafiar un serio peligro.

A este respecto hay que recordar que la ricina es un arma de guerra
del grupo B, que se utilizaria como aerosol dada su gran toxicidad por via
nasal (Griffiths, 2011). Recientemente los medios de comunicacion se han
hecho eco de diversos ataques a politicos en E.E.U.U. con cartas que

contenian ricina.
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Segin se ha demostrado recientemente, la toxicidad de ebulina f
administrada por via oral es mayor que la de la ricina administrada por la
misma via (Jiménez y cols. 2013b). En contraste es mucho menos por via
intraperitoneal, lo cual se ha interpretado en base a la via de internalizacién
de las proteinas inactivadoras de ribosomas nigrina b (Battelli y cols., 2004)
y ebulina 1 (Svinth y cols., 1998).

Ebulina blo presenta una alta toxicidad nasal que es patente por
encima de los 2,5 mg/kg. Debido a la forma de instilacion, como solucion
acuosa, cabria la posibilidad de que parte de la solucion pasase al estobmago.
Sin embargo esta posibilidad puede descartarse por dos factores: 1) la
ebulina es sensible a la degradacion por pepsina acida; 2) la toxicidad por
via nasal es similar a la via oral por lo que pequefias cantidades desviadas al
estdbmago no deberian tener efecto ya que a 2,5 mg/kg por via oral no se
observa mortalidad. La combinacion de ambos factores hace muy
improbable que la ebulina blo nasal ejerza toxicidad a través del estomago.

Hay que resaltar que hemos utilizado series de pocos ratones habida
cuenta de que la finalidad era simplemente detectar la toxicidad, pero no
obstante se puede observar un efecto dependiente de la dosis, dado que a
3,75 mg/kg algunos animales mueren a los 7 dias y a 5 mg/kg algunos lo

hacen lo hacen ya a los 5 dias.
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6. CONCLUSIONES
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. Sambucus ebulus es una planta medicinal con gran capacidad
antioxidante, siendo los frutos maduros con gran diferencia la parte de

la planta con mayor capacidad antioxidante y antirradicalaria.

. Los frutos maduros contienen 4,4 veces mayor concentracion de
fenoles reactivos con el reactivo de Folin - Ciocalteau que los frutos

verdes.

. Los frutos maduros contienen 4,7 veces mayor concentraciéon de
sustancias antioxidantes, determinadas por el método CUPRAC, que

los frutos verdes.

. La actividad antioxidante de los frutos maduros determinada con el
reactivo Folin — Ciocalteau es 2,1 veces mayor que la determinada por
CUPRAC, probablemente debido a que el reactivo de Folin —

Ciocalteau, reacciona también con sustancias no antioxidantes.

. Los frutos maduros de Sambucus ebulus poseen una gran capacidad
antirradicalaria, medida por reaccion con el radical libre estable
DPPH, es 3,6 veces mayor que en frutos verdes y 2 veces mayor que

en hojas maduras.

. Los frutos maduros son los Unicos que contienen antocianos, en
cantidad de 2.165 ug equivalentes de cianidin-3-glucosido por gramo

de peso humedo.

. El tratamiento de los extractos de frutos con calor en bafio de agua en

ebullicion, reduce la cantidad de polifenoles y cianidin-3-glucosido, y
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las capacidades antioxidante y antirradicalaria. Estas reducciones

fueron inferiores al 6% en 5 minutos de incubacion.

8. EI proceso de inactivacion por calor sigue una cinética bifasica con
una primera parte hasta los 20 minutos y un salto pronunciado a partir

de los 20 minutos.

9. Las distintas partes de Sambucus ebulus contienen en mayor o menor
medida isoformas de las lectinas ebulina y SEL, que son mas
abundantes y poseen mayor relevancia en los frutos verdes y en las

inflorescencias.

10. De las inflorescencias de Sambucus ebulus hemos aislado las lectinas
ebulina blo y SELblo por cromatografia de afinidad en resina con
soporte de D-galactosa que permite aislar lectinas que fijan este

azlcar, y cromatografia de exclusion molecular.

11. Las masas moleculares determinadas por espectrometria de masas

revelan valores de 63.225 para ebulina blo y 68.422 para SELDblo.

12. La obtenciéon y secuenciacion por espectrometria de masas de
algunos péptidos tripticos de ambas lectinas revelan una elevada
homologia secuencial con las lectinas presentes en frutos y con
algunos péptidos tripticos aislados del alérgeno Sam nl del polen de

Sambucus nigra.
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13. El andlisis de la toxicidad en ratones Swiss de ebulina blo
administrada por instilacion nasal, indica que se produce mortalidad

dependiente de la dosis a partir del 5° dia.

14. La toxicidad de la ebulina blo es concomitante a efectos fisioldgicos

que cursan con una notable reduccién de la masa corporal.
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