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Resumen:

Neltuma alpataco pertenece a la familia Fabaceae, vulgarmente es conocido como &quot;Alpataco&quot;. Las vainas de Neltuma sp.
se emplean cémo fuente de alimento para los animales de produccién en distintas regiones del mundo debido a su valor nutricional.
Se ha observado en el ganado signos clinicos del sistema nervioso que se asocian al consumo prolongado de vainas de diferentes
especies de Neltuma. Sin embargo, no se ha investigado la composicién quimica y evaluado la toxicidad in vitro de un extracto
elaborado con vainas de P. alpataco. A partir de esto nos planteamos como objetivo para el presente trabajo caracterizar el
contenido de alcaloides y la actividad neurotdxica in vitro de un extracto obtenido de vainas de N. alpataco. Para ello se utilizaron
vainas de N. alpataco; las mismas se secaron a 37°C hasta obtener un peso constante y luego fueron pulverizadas con un molino.
Mediante una extraccién acido/basica se obtuvieron extractos enriquecidos en alcaloides (EEA). Se realizé un analisis del EEA por
HPLC-HRMS. Para los ensayos se usaron células de glioma C6 (ATCC:CCL-107™) y fueron cultivadas en matraces con
Dulbelcco&#39;s minimum essential medium (D-MEM) suplementado con suero fetal bovino al 10%, Penicilina-Estreptomicina 1%
mantenidas en atmésfera humidificada con 5% de CO2 a 37°C.La evaluacion de las alteraciones morfolégicas y el dafio celular se
investigaron en forma cualitativa utilizando un microscopio de contraste de fase de luz. Para evaluar el mecanismo de muerte celular
desencadenado por el EEA de N. alpataco en células gliales se utilizé una tincién de fluorescencia dual con naranja de
acridina/bromuro de etidio (NA/BE). Las células fueron cultivadas en cubreobjetos y tratadas con el EEA de N. alpataco (0 a 50
pg/mL) durante 48 h a 37°C. Las células de control fueron cultivadas utilizando PBS en lugar del extracto. Posterior a la incubacién
las células fueron lavadas dos veces con PBS y mezcladas suavemente con una mezcla de NA (1ug/mL) y solucién de colorante de
BE (1pg/mL) durante un minuto. Luego se colocaron en portaobjetos y observadas bajo un microscopio de fluorescencia. Los analisis
por HPLC-HRMS del EEA arrojaron como resultado la presencia de alcaloides piperidinicos: Juliprosina y juliprosopina, presentes en
otras sp. de Neltuma responsables de la toxicidad inducida en animales de laboratorio. En cuanto a la morfologia celular las células
no tratadas mostraron una distribucién homogénea presentando una forma alargada y delgada. En cambio, en las células tratadas
con concentraciones mayores a 10 pg/mL evidenciaron cambios morfolégicos tales como redondeo de las células, presencia de
pequefias vacuolas citoplasméticas, areas

esprovistas de células. Para determinar si el EEA de N. alpataco inducia alteraciones morfolégicas atribuibles a un mecanismo
apoptotico las células C6 se tifieron con NA/BE. Las células no tratadas exhibieron una fluorescencia
verde, ndcleo verde claro con estructura intacta y presentaron una fluorescencia roja punteada en el citoplasma homogeneamente
distribuida que representa a los lisosomas. Posterior a 48h de incubacién con 30 ug/mL de EEA se observaron caracteristicas tipicas
de apoptosis. Las células apoptéticas exhibieron un color verde brillante en el nicleo, dreas verdes densas y ampollas evidentes en
su membrana y un aumento en el nimero de lisosomas evidenciados con color naranja. En conclusién podemos decir que en el
presente trabajo se ha descrito por primera vez la presencia de alcaloides juliprosina y juliprosopina en las vainas de N. alpataco. Por
otra parte, el presente estudio demostré el efecto citotoxico de EEA en células de glioma y se dilucidé el mecanismo molecular de
estos efectos téxicos desencadenados.

Contacto: Angycabrerab@gmail.com


mailto:Angycabrerab@gmail.com

