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RESUMEN

Especies del género Prosopis, conocidas como Algarrobo, son consideradas una fuente
de alimento para animales debido a su alto valor nutricional. Sin embargo, también se han
registrado intoxicaciones espontaneas en rumiantes. El objetivo del presente trabajo fue
contribuir al conocimiento de la toxicologia animal, mediante el estudio fitoquimico del
extracto total (ET) de Prospisflexuosa, junto a ensayos in vitro. Se cuantificaron los
alcaloides piperidinicos (juliprosopina y juliprosina) a partir de un extracto cloroférmico
de vainas de P. flexuosa mediante HPLC-HRMS y se realiz6 el fraccionamiento del
extracto total (ET) por Cromatografia flash en columna. Para los ensayos in vitro se
empled la linea celular C6 de glioma murino (ATCC:CCL-107™) y se adicionaron
diferentes concentraciones del ET (5- 50 pg/ml). Luego de 48 h de incubacion a 37°C y
5% COz, la viabilidad celular se cuantifico por tincidn con el colorante cristal violeta y
se determind la concentracién citotoxica 50 (CCso). Para el andlisis morfologico se
empled la tincion de Rosenfeld y para la deteccion inmunocitoquimica se utilizé el
anticuerpo GFAP. Los resultados evidenciaron que el ET de P. flexuosa disminuyd la
viabilidad celular de manera dosis dependiente, siendo la CCso de 35,68 pg/mL. Las
alteraciones morfoldgicas se observaron en células tratadas con 10y 15 pg/mL de ET y a
la inmunocitoquimica, los niveles de expresion de GFAP disminuyeron en células
tratadas con 20 pg/ml (21,14+3,7 %) de ET. Los estudios in vitro realizados evidenciaron
efectos citotdxicos y alteraciones morfoldgicas sobre la linea C6 expuestos al ET de P.
flexuosa.



INTRODUCCION

La presentacion de sintomatologia nerviosa en rumiantes empleados en la produccion,
es comUnmente reportada en la clinica. El profesional veterinario debe realizar un correcto
diagndstico para efectuar o no un tratamiento especifico o bien para definir la causa de muerte
y tomar acciones de control. Esto plantea la necesidad de ampliar el conocimiento sobre la
toxicidad en animales que produce el consumo de vainas de Prosopisflexuosa distribuida en la
region norte de nuestro pais. Dentro de este marco, el género Prosopis pertenece a la familia
Leguminosae (Fabaceae) y subfamilia Mimosoideae, es nativa de América, Africay Asia, y esta
compuesta por un gran numero de especies (Pasiecznick 2001). En Argentina, las especies de
este género se conocen como "Algarrobos” (Verga y col. 2009). Sus vainas son una fuente de
alimento para animales en muchas regiones del mundo debido a su valor nutricional (Silva,
1981; Silva y col. 1990; Riet-Correa y col. 2012). A pesar de ello, se han registrado
intoxicaciones espontaneas en animales por el consumo de P. juliflora en Brasil (Assis y col.
2009; Camaray col. 2009) y por Prosopis sp. en la Region Noroeste de Argentina (Micheloud
y col. 2019). La intoxicacion se produce en animales gue se encuentran en areas invadidas por
“algarrobos"” por més de un afio o més de un periodo de fructificacion (Lima y col. 2004; Assis
y col. 2009). Los principios toxicos identificados en P. juliflora son juliprosine y juliprosopine
(Tabosa y col. 2000). La astrogliosis se considera un marcador temprano de neurotoxicidad, ya
que generalmente se detecta antes que cualquier otro efecto toxico sobre las neuronas. En
relacién a lo mencionado anteriormente, los estudios in vitro, demostraron que el extracto
alcaloidal y la fraccion alcaloidal, compuesta mayoritariamente por los alcaloides juliprosopina
y juliprosina, obtenida desde hojas y vainas de P. juliflora tienen accion directa sobre el SNC
(Hughes y col. 2005; Silvay col. 2007). Recientemente, a partir de la obtencidn de un extracto
rico en alcaloides se ha podido identificar a los mismos desde P.flexuosa (Cholich y col. 2021).
Teniendo en cuenta estos nuevos conocimientos se pretende evaluar la toxicidad del extracto de
las vainas de P. flexuosa.



OBJETIVOS

Objetivo general:

Contribuir al conocimiento de la toxicologia animal, mediante el estudio fitoquimico del
extracto de Prosopisflexuosa, junto a ensayos in vitro.

Objetivos especificos:

1. Determinar cuantitativamente los alcaloides piperidinicos desde el extracto total de P.
flexuosa.

2. Obtener una fraccion enriquecida en compuestos bioactivos por cromatografia flash.

3. Estudiar in vitro la actividad citotdxica del extracto total de P. flexuosa sobre células
gliales.

4. Evaluar in vitro las alteraciones morfoldgicas inducidas por el extracto total de P.
flexuosa sobre células gliales.



Materiales:
- Ambito de estudio:

-Laboratorio de Toxicologia anexo a la Céatedra de Farmacologia y Toxicologia- FCV-
UNNE.

- Laboratorio de Productos Naturales “Prof. Armando I. A. Ricciardi”, FaCENA-
IQU1IBA-UNNE.

M¢étodos y técnicas empleados

1. Obtencion del extracto total (ET) de Prosopis flexuosa y determinacién
cuantitativa de los alcaloides piperidinicos.

El extracto total (ET) se obtuvo a partir de vainas por medio de extracciones acido/base
segln lo reportado por Ott-Longoni y col. (1980). La identificacion de los alcaloides
piperidinicos por HPLC-HRMS vy la determinacion cuantitativa de esos alcaloides se
realizaron en Poisonous Plants Research Laboratory (PPRL) de Logan, Utah (Estados
Unidos) bajo la direccion del Dr. Dale Gardner.

2. Fraccionamiento del extracto total (ET) por Cromatografia flash

Unos 500 mg del ET fueron disueltos en etanol 96°, se agreg6 silica gel y se secé a
presién reducida en un rotaevaporador Blchi, para constituir la muestra a fraccionar. Se
dispuso una columna de 24 x 400 mm con robinete y tapdén esmerilado para mantener la
presion, conectada a una bomba de aire de pecera CX-1000 para realizarla cromatografia
flash (silica gel flash 60 0,04 - 0,063 mm, MN). Se sembro el ET en la parte superior de
la columna y se eluyd utilizando mezclas de cloroformo: metanol, iniciando con 50 mL
99:1, y se fue aumentando la polaridad de la serie eluotrépica con metanol hasta llegar a
50ml de metanol puro. En paralelo se realiz6 TLC en cromatofolios de silica gel GF de
cada uno de los eluidos, utilizando cloroformomietanol (1:1) como eluyente. Se
realizaron lecturas a 254 y 365 nm y se sometié a vapores de iodo como revelador. Los
tubos que dieron igual perfil cromatografico se reunieron en fracciones que fueron
secadas a presion reducida en el rotaevaporador. Con la finalidad de obtener fracciones
ricas en alcaloides se realiz6 una TLC de las fracciones reunidas por su perfil
cromatogréafico similar, con igual eluyente y se empleo el reactivo de Dragendorff como
revelador de alcaloides, seguido de nitrito de sodio al 10%.

3 Cultivo celular

Se empled la linea C6 células de glioma (CCL-107™), se mantuvo en Dulbecco's
minimum essential médium (DMEM) (GIBCO-Invitrogen) con el agregado de 10% de
suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor (GIBCO-Invitrogen), L-Glutamina (29,2



mg/mL), Penicilina (10,000 unidades/mL) y Estreptomicina (10,000 ug/mL) (GIBCO-
Invitrogen) como antibi6ticos.

3.1 Tratamientos

Para realizar los estudios de citotoxicidad por exposicion a los extractos vegetales, las
células crecidas en frascos se sembraron en placas multipocillo en medio de cultivo y
luego de 24 h las células se expusieron al extracto por 48 horas. Se emplearon
concentraciones desde 5 pg/ml hasta 50 pg/ml.

3.2 Citotoxicidad
Tincion con Cristal Violeta

La viabilidad celular fue cuantificada por tincion con el colorante Cristal violeta. Las
células no adheridas fueron removidas por lavado con PBS y las células que
permanecieron adheridas fueron fijadas con 100 uL de metanol:acido acético glacial (3:1)
y posteriormente tefiidas con 100 pL de Cristal violeta 0,5% en metanol 20% (v/v). El
colorante fue removido de las células por adicién de 100 pL de una solucion reveladora
de etanol:acido acético glacial (3:1). La densidad Optica de la solucion coloreada se
determin6 a 620 nm en lector de microplacas (Thermo Multiskan Ex). La citotoxicidad
se evaluo por comparacion de las absorbancias resultantes de los pocillos con el ET, con
la absorbancia promedio de los pocillos utilizados como control (sin extracto,
considerados como 100% de viabilidad) y fueron expresados como porcentaje de
viabilidad celular. Estos valores se graficaron versus las concentraciones de extractos
ensayados. La concentracion citotoxica 50 (CCso), se define como la cantidad de extracto
capaz de reducir la viabilidad celular en un 50%, en comparacién con el control. Los
valores de los porcentajes de viabilidad celular fueron graficados contra las
concentraciones del ET y la CCso fue determinada. Los experimentos se realizaron por
cuadruplicado.

3.3. Analisis morfolégico
3.3.1 Microscopia por contraste de fase

Los cultivos se observaron diariamente con un Microscopio Nikon (Eclipse
TS100/TS100-F), y se tomaron fotografias con cdmara digital Nikon Coolpix P6000 13.5
mega pixeles para la evaluacion de cambios morfologicos con respecto al control (sin
agregado del extracto) y establecer asi el tiempo de incubacidn necesario para que se
compruebe el dafio neurotoxico.

3.3.2. Tincion con Rosenfeld

Se realizd una tincion pancromica, empleando May Grinwald y Giemsa, en todas las
células controles y tratadas sembradas sobre vidrios, se fijaron con metanol durante 10
seg., y luego se tifieron durante 20 min. Posteriormente fueron lavados y secados para ser
analizados bajo un Microscopio Optico de contraste de fase marca Nikon-Eclipse
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TS100/TS100-F y camara digital Nikon Coolpix P6000 13.5 mega pixeles adaptable al
microscopio.

3.3.3. Inmunocitoquimica

Todas las células tratadas y no tratadas del cultivo de astrocitos sembradas sobre vidrios
fueron lavados con PBS 1x comercial (500 uL/pocillo) y fijados durante 10 seg. con
metanol a temperatura ambiente sin agitacion. Una vez realizada la fijacion, se procedid
a la permeabilizacion celular con PBS triton 0,5% durante 15 minutos en agitacion suave.
Seguidamente, se lavaron los vidrios tres veces durante 5 minutos, esta vez con PBS triton
0,1%, manteniendo la agitacion suave. A continuacién, se empled una solucion de
bloqueo: 10% de FBS, 1 mg/ml de BSA y PBS tritén al 0,1%. El tiempo de incubaciéon
para la solucion de bloqueo fue de 30 minutos. Una vez concluido el tratamiento de
bloqueo, se realizo la incubacion con el anticuerpo primario. En el presente experimento
se utilizé anti GFAP, marcador especifico de astrocitos, El anticuerpo anti GFAP (anti
mouse, Sigma) fue utilizado a una dilucién de 1:250 en PBS-BSA vy la incubacion se
realiz6 a 4°C durante toda la noche. Transcurrido ese tiempo, se realiz6 cuatro lavados de
5 minutos con PBS triton 0,1%. Luego se incubé a temperatura ambiente durante 30 min
con el anticuerpo secundario biotinilado (Super Sensitive™ Link Detection System,
BioGenex, CA), seguido otros 30 min de incubacion con estreptoavidina (Super
Sensitive™ Label HRP Detection System, BioGenex, CA). Por tltimo, se revelaron con
una solucion de 3-3'diaminobenzidina (DAB), y se contratifié con Hematoxilina.

4 Analisis estadistico

Los datos representan la media + el desvio estandar (DS) de al menos cuatro repeticiones.
La significacion estadistica se probdé mediante ANOVA y Tukey y el valor de p inferior
a 0,05 fue considerado significativo.
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RESULTADOS

1. Determinacién cuantitativa de los alcaloides piperidinicos

A partir del ET se confirmé la presencia de juliprosina (JPS) m/z = 626 [M]+
como el principal alcaloide detectado y lajuliprosopina (JPSP), m/z = 630 [M + H]+. La
concentracion de JPSP y JPS se muestra en la Tabla 1

Tablal: cantidad relativa de los alcaloides piperidinicos

Extracto Concentracion de
alcaloides en  extracto
(Pg/mg)

P. flexuosa JPS* JPSPp**
128 19

Nuliprosina

**Juliprosopina

2. Fraccionamiento del extracto total (ET) en columna flash

A partir de la cromatografia flash del ET, se agruparon 11 fracciones mediante el
revelado con yodo (Tabla 2) y se confirmd la presencia de alcaloides mediante la prueba
de Dragendorf seguida de nitrito de sodio 10% en fracciones polares designadas como
F4, F5, F6, F7, FIOy FII (Fig. 1).

Tabla 2. Fracciones obtenidas desde el extracto total de vainas de P.flexuosa

Fraccion/Tubo Rendimiento %
F1(T 1-18) 16.6
F2(T 18-19) 30.6
3(T 20-23) 11.8
4(T 24-26) 1.6
5(T 27-32) 3.8
6(T 33-35) 4.1
7(T 36-38) 6.9
8(T 39-40) 11
9(T 41-42) 3.7
10(T 43-50) 51

11(T 51-73) 6.5



Fig. 1. Extracto total y Fracciones._Fase estacionaria Silica gel, fase mdvil cloroformo:metanol 1:1.
Reactivo revelador: Dragendorff seguido de nitrito de sodio 10%.

3. Citotoxicidad del extracto total de P.flexuosa sobre la linea C6

La toxicidad del ET de P. flexuosa se evalué cuantitativamente mediante el ensayo de
captacion con el colorante cristal violeta. Luego de 48 h de tratamiento, se observ6 una
muerte celular dependiente de la dosis, siendo significativamente inhibida la viabilidad
celular en todas las concentraciones analizadas con respecto al control no tratado (p <
0,05) (Fig.2 A). Ademas, se determiné la concentracion citotoxica del ET que redujo la
viabilidad celular en un 50%, CC50 (Fig. 2 B), siendo el valor obtenido de 35,68 pg/mL.
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Fig. 2 A. Ensayo de captacion con el colorante cristal violeta. Disminucidn de la viabilidad celular de C6
luego de 48 h de incubacién con el Extracto Total de P. flexuosa (5-50 pg/rnL). La media del grupo control
(tratado con medio solo), se tomé como el 100%. Los valores (media £DS) son representativos de 3

experimentos independientes, *p<0,05 B. Determinacion de la concentracion citotoxica 50 (CC50)

3.1 Alteraciones morfoldgicas por Microscopia de contraste de fase

Para evaluar las alteraciones de la morfologia celular luego del tratamiento, se cultivaron
en cubreobjetos de vidrio. Las células C6 no tratadas se distribuyeron de forma
homogénea en el campo de cultivo; mostrando una forma delgada y alargada (Fig. 3 A).
Sin embargo, tras la incubacion con diferentes concentraciones del extracto total (10-30-
50 pg/mL) se observaron distintos grados de desprendimiento celular desde la superficie
del well. Por otro lado, con la concentracion més alta probada se detectaron células
gravemente dafiadas, con rotura de la membrana y desechos celulares liberados en el

medio (Fig. 3 B).



Fig. 3 Caracterizacion morfologica bajo microscopia de contraste de fase de la muerte celular inducida por

el extracto de P. flexuosa en células C6. Control (A) 50 pg/ml del ET de P. flexuosa (B).

3.2 Alteraciones morfoldgicas por la tincién de Rosenfeld

Para evaluar las alteraciones de la morfologia celular posterior al tratamiento, las células
C6 se cultivaron en cubreobjetos y fueron coloreadas con la tincion de Rosenfeld. Las
células C6 no tratadas a la microscopia de contraste de fase, fueron homogéneamente
distribuidos en el campo de cultivo; exhibieron una forma bipolar con finas y largas
prolongaciones (Fig. 4 A). Sin embargo, después de la incubacién por 48 h con
concentraciones de 10y 15 pg/ml del ET de P.flexuosa, se registraron diversas anomalias
morfoldgicas, que incluyeron células con prolongaciones gruesas e irregulares, retraccion
del cuerpo celular, diversos grados de condensacién de la cromatina, vacuolizacion

citoplasmatica y algunas células agrupadas en pequefios camulos (Fig. 4 By C).

AN , B
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\4 W wl m* * A

Fig.4 A. control. B. 10 pg/ml de ET de P. flexuosa se observan células con retraccion del cuerpo celular
(flecha negra), condensacion de la cromatina (flecha corta) y células con prolongaciones mas gruesas
(flecha). C. 15 pg/ml de ET de P. flexuosa se observan pequefios acimulos de células (flechas negras) y

células con presencia de vacuolas citoplasmaticas y con condensacion de la cromatina (flecha)



3.3. Evaluacion morfolégica por Inmunocitoquimica

Los niveles de expresion de GFAP fueron menores en las células tratadas con 20 pg/ml
(21,14+3,7 %) con respecto al control (28,55 +3,1 %), esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p < 0,05) (Fig. 5). La pérdida de GFAP fue acompafiada por alteraciones
en la morfologia de los astrocitos como la disminucion de la extension de los procesos

expresados por el anticuerpo (Fig. 6).

Control Prosopis
Tratamiento

Fig. 5 Area inmunoreactiva (GFAP) medida en porcentaje, en el grupo control y tratado con 20 pg/rnl. Los

valores se expresan en % como media +DS. *p<0,05

Fig. 6. A. control. B. disminucion de los procesos reactivos a GFAP.



DISCUSION

Prosopis sp. representa un importante recurso forestal. Sin embargo, algunas especies
pueden ser toxicas en zonas de vegetacion autéctona e inducir una intoxicacion
espontanea en los animales, especialmente cuando se utiliza como Unica fuente de
alimentacién y durante condiciones de sequia extrema segun Riet-Correa y colaboradores
(2012); Ruiz-Nieto y colaboradores (2020).

En investigaciones fitoquimicas a partir de las vainas de P. juliflora se determiné la
presencia de una mezcla de dos alcaloides, juliprosopine y juliprosine, como principales
componentes toxicos segun lo reportado por Tabosa y colaboradores (2000). Sin
embargo, el alcaloide juliprosopine resulté ser el constituyente mayoritario en las hojas
de P.juliflora segun Singh y Verma. (2012); Silvay col. (2013). En el presente estudio
lajuliprosine resulto ser cuantitativamente mayor en el ET obtenido a partir de vainas de
P. flexuosa.

Por otro lado, se obtuvieron fracciones ricas en alcaloides a partir del ET de vainas de P.
flexuosa. Este resultado coincide con el trabajo descripto por Silva y colaboradores
(2007), donde reporta que a partir de hojas de P. juliflora obtuvo fracciones ricas en
alcaloides en los eluidos més polares (metandlicas).

La actividad citotoxica y las alteraciones morfologicas fueron demostradas sobre una
linea de células de glioma expuestas al extracto de P.juliflora (Hughesy col. 2005, Silva
y col. 2007). De manera similar, nuestros resultados evidencian efectos citotéxicos sobre
la linea C6 de glioma expuestos al ET de P. flexuosa, siendo la CCso de 35,68 pg/mL
reportada por primera vez en esta especie.

Silva y col. (2007) evidencio en astrocitos procedentes de cultivo primario tratados con
concentraciones bajas (3 pg/ml) del extracto de P.juliflora, aumento de la expresién del
anticuerpo GFAP y a concentraciones elevadas del extracto (30 pg/ml) reduccion de
GFAP. En el presente estudio y en concordancia con Silvay col. (2007) se observé una
disminucion en los niveles de GFAP a una concentracion del ET (20 pg/ml) y esta fue
acompafiada por alteraciones morfoldgicas, caracterizadas por prolongaciones gruesas e
irregulares con retraccion del cuerpo celular y diversos grados de la condensacion de la
cromatina. Estas alteraciones podrian preceder a la muerte celular, observada en el
presente trabajo a través de los ensayos de citotoxicidad.



CONCLUSION

A partir de este trabajo se determind la cantidad de alcaloides previamente identificados
en P. flexuosa. Ademas, se demostré que el extracto total presenta fracciones ricas en
alcaloides sugiriendo la presencia de juliprosina y juliprosopina, que son hasta el
momento, los principales toxicos responsables de la intoxicacion en los animales de
produccion.

Ademas, el efecto citotéxico y los cambios morfoldgicos producidos por el extracto total
de P. flexuosa sobre la linea celular C6 sugiere un mecanismo de muerte celular por
necrosis. Sin embargo, estudios mas especificos como la tincion fluorescente con naranja
de acridina 'y bromuro de etidio son necesarios para confirmarlo.
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