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Resumen:

Los componentes bioactivos mas importantes de |. carnea son las calisteginas (A3, B1, B2, B3 y C1) y la swainsonina (SW). Este
ultimo es un alcaloide que inhibe la accion de dos enzimas provocando una alteracion en la degradacion de los oligosacéaridos y un
procesamiento incompleto de las glicoproteinas. Las calisteginas también son alcaloides, las cuales son potentes inhibidores de la
enzima glucosidasa. Se cree que ambos fitoconstituyentes son responsables de la enfermedad de almacenamiento lisosomal. Sin
embargo, existe cierta controversia en la literatura con respecto a la participacion de estos compuestos. Por un lado, se propone que
las calisteginas no contribuyen a la toxicidad de I. carnea y, por otro lado, se demostré6 un sindrome neuroldgico asociado al
consumo de plantas que no contenian swainsonina sino soélo calisteginas. Las lesiones histolégicas inducidas por esta planta se
caracterizan principalmente por la vacuolizacion de diferentes células, especialmente neuronas del sistema nervioso central.
También se observé necrosis neuronal, formacion de esferoides axonales y astrogliosis. En este sentido, se ha confirmado que el
extracto alcaloidal de esta planta induce alteraciones morfolégicas consistentes con activacion glial y degeneracion vacuolar en
cultivos primarios de células gliales. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue determinar y comparar la citotoxicidad de extractos
acuosos de |. carnea y su principal principio activo, swainsonina, sobre la linea tumoral C6 y evaluar por fluorescencia los cambios
morfoldgicos inducidos por los extractos acuosos y la swainsonina en las células gliales.

Para la obtencién del extracto acuoso vegetal (EA) se maceraron hojas secas en etanol al 96%, tras la evaporacion total a presion
reducida a 50°C se suspendieron en agua para eliminar el residuo ceroso y se extrajo consecutivamente con éter sulfdrico, acetato
de etilo y, por ultimo, n-butanol. La solucién acuosa fue liofilizada y almacenada a -20°C. Posteriormente se realiz6 la determinacién
de SW en el EA por cromatografia liquida de alto rendimiento y espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) en el Poisonous Plants
Research Laboratory (PPRL) (Utah, Estados Unidos). Por otro lado, la SW natural aislada de Astragalus lentiginosus, fue donada por
el Dr. Dale Gardner del PPRL. Con la concentracién de SW previamente definida por HPLC-MS/MS en el EA, se realiz6 el ensayo de
citotoxidad sobre la linea celular C6 (ATCC: CCL-107™), correspondiente a un glioma maligno de murino, comparandola con la SW
natural. Las células se expusieron a diferentes concentraciones de EA o SW natural (25- 1000 uM) y la viabilidad celular se
determiné mediante tincion con cristal violeta. El porcentaje de viabilidad celular se determiné comparando las absorbancias
resultantes con la absorbancia media de los pocillos de control. También se realiz6 un andlisis morfolégico con microscopia de
fluorescencia, se utilizé la tincion dual fluorescente naranja de acridina/bromuro de etidio en las células cultivadas sobre cubreobjetos
y tratadas con 300 uM de EA o 1000 uM de SW natural. Tras la incubacién, las células se lavaron dos veces con PBS y se adicion6
una mezcla de los fluorocromos durante un minuto. Se aplicaron los cubreobjetos a los portaobjetos y las secciones se observaron y
fotografiaron en un microscopio de fluorescencia.

Los resultados evidenciaron una concentracion de 1,6 ug de SW por miligramo y ademas se logré detectar la presencia de
calisteginas. La citotoxicidad del EA sobre las células de la linea C6 se compard con el efecto de la SW natural en cantidades
equivalentes. Mientras que el EA mostré una citotoxicidad dosis-dependiente, ninguna de las dosis ensayadas de SW natural
evidencié efectos sobre la viabilidad celular tras 48h de incubacion. En cuanto a los cambios morfologicos analizados mediante
microscopia de fluorescencia inducidos por el EA y la SW natural, las células de glioma no tratadas mostraban una fluorescencia
verde, un nucleo claro con estructura intacta y presentaban cierta fluorescencia roja anaranjada punteada en el citoplasma
homogéneamente distribuida que representa los lisosomas. En las células tratadas con 300 uM de EA tras 48 h de incubacion se
observaron células con fluorescencia rojo-anaranjada irregular en su periferia debido a la permeabilizacion por bromuro de etidio
compatible con necrosis. Por otro lado, tras el tratamiento con 1000 uM de SW natural, las células mostraron un aumento del nimero
de lisosomas presentes en el citoplasma sin evidenciar alteraciones en sus membranas celulares.

En conclusion, estos hallazgos demuestran que la swainsonina no seria el Gnico componente presente en el extracto alcaloide de |I.
carnea responsable de la citotoxicidad in vitro en las células de glioma. Otros componentes, como las calisteginas, podrian contribuir



actuando sinérgicamente y desencadenando la muerte celular por necrosis. Por otra parte, SW es probablemente responsable de la
astrogliosis por una posible disfuncién lisosomal y por tanto del almacenamiento intracelular.
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