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RESUMEN

Ipomoea carnea Jacq. contiene como componentes bioactivos principales a la swainsonina (SW)
y las calisteginas (B1, B2, B3y C1). Estos son alcaloides que inhiben la accién de dos enzimas provocando
una alteracion en la degradacion de los oligosacéridos y un procesamiento incompleto de las glicoproteinas
generando la denominada enfermedad de almacenamiento lisosomal. Sin embargo, a pesar de estos
efectos toxicoldgicos, en las Ultimas décadas se ha investigado su potencial farmacolégico o medicinal,
demostrando tener actividades antimicrobianas, antioxidantes, antihiperglucémicas, inmunomoduladoras,
sedativas e incluso disminuir la proliferacion de células tumorales. En relacion a esto ultimo, es sabido que
la enfermedad del cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial segun la OMS. Afecta
diversas partes del cuerpo y se caracteriza por la rapida proliferacion de células anormales que pueden
invadir tejidos circundantes y propagarse a otros érganos en un proceso conocido como metastasis. La
adhesién y migraciéon celular son etapas cruciales en este proceso, siendo objetivos criticos en la

investigacion oncoldgica para desarrollar terapias que los inhiban.

Es por eso que en este trabajo se estudiaron los potenciales efectos antitumorales in vitro de
extractos acuosos (EA) de Ipomoea carnea Jacq. y su principal principio activo, la swainsonina, sobre una
linea celular tumoral. Para ello se preparé en primer lugar un extracto alcaloidal a partir de ejemplares de
Ipomoea carnea Jacq. Se identificaron los alcaloides mediante cromatografia de gases/espectrometria de
masas (GC-MS) y luego se realiz6 un analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion y
espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) para determinar la concentracién de swainsonina en el extracto.
Se estudi6 la actividad citotéxica de este extracto sobre la linea celular tumoral C6 de células gliales
murinas evaluando la viabilidad celular, citdlisis y cambios morfolégicos inducidos mediante microscopia
de contraste de fases y microscopia de fluorescencia. Por otro lado, se evalu6 el efecto sobre la adhesién

y migracion celular utilizando concentraciones que demostraron ser no citotdxicas para las células.

Los resultados obtenidos indicaron que el EA de I. carnea Jacq. contenia 1.6 ug de SW por
miligramo de extracto. Demostré tener un efecto citotéxico dosis-dependiente, disminuyendo la viabilidad
celular de las células de la linea C6 en aproximadamente un 60% con una concentracién de 250 yM.
Ademas, se comprobd un efecto citolitico, debido al aumento de la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa en el sobrenadante. Por el contrario, la swainsonina natural aislada de Astragalus
lentiginosus Douglas, en concentraciones equivalentes a las del EA, no demostré ser citotoxica. Al evaluar
el efecto sobre la adhesién de las células tumorales, el EA demostré tener un efecto inhibitorio directamente
proporcional a las concentraciones ensayadas. A partir de una concentracién de 50 uM, se observé una
reduccion significativa del 31% en la adhesion celular, alcanzando el maximo efecto con una dosis de 200
WM. Por otro lado, se evidencié que el EA fue capaz de reducir la migracién celular en la linea tumoral C6,
siendo mas notable a una concentracién de 50 uyM, donde se registré una disminucion en el recuento total
de células migratorias en comparacién con el control. En cuanto al analisis por tincién fluorescente, se
observaron cambios morfoldgicos en las células C6 tratadas con EA compatibles con necrosis, evidenciada
por la permeabilizaciéon celular, mientras que la SW aumentd el numero de lisosomas sin afectar las

membranas celulares.

En conclusion, el extracto alcaloidal de Ipomoea carnea Jacq. demostro un efecto citotdxico dosis-
dependiente en células tumorales gliales C6, mientras que la swainsonina natural no afecté la viabilidad

celular a concentraciones equivalentes. Esto sugiere que el alcaloide inddlico SW no seria el Unico
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responsable de la citotoxicidad, y que las calisteginas podrian contribuir sinérgicamente. Ademas, en
concentraciones no citotéxicas, el extracto demostré inhibir la adhesion y migracion celular, lo que sugiere

un potencial efecto antitumoral.
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1. INTRODUCCION

1.1. Ipomoea carnea Jacq.

Ipomoea carnea Jacq., perteneciente a la familia Convolvulaceae, es una planta de habito
arbustivo, perenne y de hasta 3 m de alto, presenta un tallo grueso y sélido que se convierte en tronco de
donde salen muchas ramas desde la base. Presenta flores con forma acampanada de color rosa palido,
frutos con una capsula glabra y semillas sedosas. Las hojas son verdes, de forma lanceolada de longitud
de entre 10-25 cm (Chiarini y Ariza Espinar, 2006) (Fig. 1).

Figura 1. Ipomoea carnea Jacq. (A) Fotografia tomada por Bustillo, Soledad. (B y C) Fotografias extraidas del
Instituto de Botanica Darwinion (IBODA-CONICET-ANCEFN).

En nuestra zona se la conoce con el nombre vulgar de “Mandiyura” o “Aguapei”, y se la puede
encontrar facilmente creciendo a lo largo de pastizales humedos (Haase, 1999). En cuanto a su
distribucioén, en nuestro pais se encuentra ampliamente distribuida, encontrandose en las provincias de
Chaco, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Misiones, Salta, Santiago del Estero, Santa Fe y
Tucuman. Asi como también se encuentra distribuida en Brasil y Paraguay (Fig. 2), aunque también hay

registros de esta en América del Norte, América Central y Asia (Flora Argentina, s.f.).
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Figura 2. Distribucién de Ipomoea carnea Jacq. segun informacion extraida de http://www.floraargentina.edu.ar/.

1.2. Principales compuestos bioactivos de Ipomoea carnea Jacq. y sus efectos bioldgicos.

Muchas especies dentro del género Ipomoea presentan compuestos con actividades
antimicrobianas, analgésicas, espasmoliticas, espasmogénicas, hipotensoras, psicotomiméticas y
anticancerigenas. Los principales compuestos bioldgicamente activos de estas plantas son: alcaloides
inddlicos, tropanicos y ergolinicos; compuestos fendlicos; cumarinas; flavonoides; antociandsidos;

glicolipidos; lignanos vy triterpenos (Meira et al., 2012).

Particularmente, en I. carnea Jacq. se han identificado alcaloides inddlicos: la 2-epi-lentiginosina

y la swainsonina; y alcaloides tropanicos: las calisteginas B1, B2, B3 y C1 (Fig. 3) (Haraguchi et al., 2003).

1 2
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Figura 3. Estructuras quimicas de los alcaloides aislados de Ipomoea carnea Jacq. Swainsonina (1), 2-epi-
lentiginosina (2), Calistegina B1 (3), Calistegina B2 (4), Calistegina B3 (5) y Calistegina C1 (6). (Haraguchi et al.,
2003).
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La swainsonina actia como un potente inhibidor de las enzimas: a-manosidasa lisosomal, a-
manosidasa Il asociada al complejo de Golgi y la a-manosidasa citosdlica, provocando una alteraciéon en
la degradacién de los oligosacéridos y un procesamiento incompleto de las glicoproteinas (Haraguchi et
al., 2003; Malm y Nilssen, 2008). Esto ocurre debido a que la swainsonina tiene similitudes con la manosa,
un monosacarido simple, al cual parece imitar (Dorling et al., 1978). Ademas, cuando este alcaloide ingresa
al lisosoma, eleva el pH de este debido a que es una base débil, Io que altera la actividad de otras enzimas
lisosomales (Tulsiani y Touster, 1983). Por otro lado, Asano et al., (1995) y de Balogh et al., (1999)
demostraron que las calisteginas también son potentes inhibidores de las enzimas glicosidasas. Debido a
esto, se produce una disfuncion enzimatica y acumulacion de oligosacaridos procesados incompletamente
dentro de los lisosomas, ocasionando vacuolizacion (Armién et al., 2007). Por esta razén se cree que
ambos fitoconstituyentes son los responsables de generar la enfermedad de almacenamiento lisosomal

conocida como manosidosis.

El consumo y la exposicidon cronica a este vegetal provocan intoxicacién en los rumiantes,
especialmente en los caprinos. La toxicosis se caracteriza por la vacuolizacion lisosomal de diferentes
organos y se presenta clinicamente a través de manifestaciones relacionadas con el deterioro del sistema

nervioso central tales como ataxia, temblores, postura anormal y pérdida de equilibrio (Armién et al., 2007).

Una estrategia significativa en la busqueda de nuevos farmacos activos es uno de los principales
objetivos en la investigacion biotecnoldgica e implica explorar compuestos derivados de la extraccion y/o
purificacion de toxinas o metabolitos secundarios de diversas fuentes, como los microorganismos,
animales y plantas. En este sentido, se han registrado mas de 85.000 especies de plantas en la medicina
tradicional a nivel global. Entre estos compuestos de origen vegetal, y especificamente con propiedades
anticancerigenas, los alcaloides y los terpenoides destacan como categorias principales (Gupta et al.,
2005).

Es por ello que, en las ultimas décadas, se ha estudiado el potencial medicinal o farmacoldgico
asociado a I. carnea Jacq. y sus principales componentes bioactivos. Asi, los extractos ceténicos y acuosos
de esta planta han evidenciado poseer actividad antimicrobiana (Adsul et al., 2012), antioxidante (Ambiga
y Jeyaraj, 2015), anti hiperglucemiante, inmunomodelador, sedativo, entre otros (Fatima et al., 2018).
Extractos alcohdlicos de I. carnea Jacq. y flavonoides aislados de la misma, lograron inhibir la migracién
celular en modelos in vivo e in vitro (Ambiga et al., 2007; Shukla et al., 2018). Ademas, se ha evidenciado
que su principal principio activo, la swainsonina, induce apoptosis en células tumorales esofagicas (Li et
al., 2012).

1.3. Cancer y metastasis.

El término "cancer" hace referencia a un amplio conjunto de enfermedades que tienen la capacidad
de afectar cualquier parte del organismo. Es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo, con aproximadamente 10 millones de defunciones atribuidas a esta enfermedad en el afio
2023, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 2023). Un rasgo caracteristico del cancer
es la rapida proliferacion de células anémalas, las cuales se expanden mas alla de sus limites normales y

tienen la capacidad de invadir areas vecinas del cuerpo o diseminarse a otros 6rganos. Este proceso,
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conocido como "metastasis" (NIH, 2023), implica la diseminacion de células cancerosas desde el tumor
original, o tumor primario, a través de la sangre o el sistema linfatico y la formacién de un tumor nuevo en
otros 6rganos o tejidos, siendo el factor principal de mortalidad de esta enfermedad (Andrade Carvalho et
al., 2013).

Durante este proceso, las células metastasicas atraviesan etapas fundamentales:
desprendimiento, migracion, adhesion y fijacion (Lee et al., 2003). Ademas, se promueve la formacion de
nuevos vasos sanguineos para respaldar el crecimiento de los tumores, un proceso llamado angiogénesis.
La comprension de los cambios que convierten una célula normal en una célula cancerosa ha impulsado
el desarrollo de terapias innovadoras dirigidas a tratar genes cruciales o rutas biolégicas especificas
(Calderon et al., 2014).

La adhesion celular es la capacidad de una célula para unirse a otra célula o a la matriz
extracelular. Desempefa un papel esencial en la comunicacion y regulacion de las células, teniendo una
importancia fundamental en el desarrollo y mantenimiento de los tejidos, participa en la regulacién de la
diferenciacion celular, el ciclo celular, asi como también en la migracién y supervivencia celular. Cualquier
cambio que se produzca en este fendmeno puede provocar una amplia variedad de enfermedades, incluida
el cancer (Khalili y Ahmad, 2015).

Las moléculas involucradas en la adhesion celular pueden agruparse en dos categorias: las que
participan en la unién de la célula a la matriz extracelular y las que establecen uniones entre células
contiguas. Las integrinas son una gran familia de proteinas transmembrana, presentes en la gran mayoria
de los animales y son las principales proteinas encargadas de las uniones de las células a la matriz
extracelular. Por otro lado, las moléculas que participan en la adhesion entre células pueden agruparse en

cuatro categorias: cadherinas, inmunoglobulinas, selectinas y ciertos tipos de integrinas (Luo et al., 2007).

Segun Hiroshi y Kenai (2003), los cambios en la adhesividad celular pueden estar relacionados

con el potencial invasivo y metastasico de las células cancerigenas.

Como se menciond anteriormente, la letalidad del cancer en los pacientes se debe en gran medida
a la naturaleza migratoria de sus células. De hecho, se ha establecido sélidamente que la migracion celular
desempeia un papel crucial en la propagacion, la infiltracion de los tejidos y la formacion de metastasis
(Debeir et al., 2008). Por lo tanto, es esencial entender los mecanismos biolégicos subyacentes a la
migracion de las células cancerosas y desarrollar medicamentos que frenen este proceso, lo cual

representa una necesidad imperante en el campo de la oncologia.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general.
Estudiar los potenciales efectos farmacoldgicos in vitro de extractos acuosos de Ipomoea carnea

Jacq. y su principal principio activo, swainsonina, sobre células tumorales.

2.2. Objetivos especificos.
e Determinar la citotoxicidad de extractos acuosos de I. carnea Jacq. y su principal principio activo,
swainsonina, sobre la linea tumoral C6 (glioma).
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e Estudiar el efecto de extractos acuosos de . carnea Jacq. y su principal principio activo,
swainsonina, sobre la adhesion de células gliales de la linea celular C6.
e Evaluar la migracién de las células tumorales en presencia de extractos acuosos de /. carnea Jacq.

y su principal principio activo, swainsonina.

3. HIPOTESIS DE TRABAJO
El extracto acuoso de Ipomoea carnea Jacq. y su principal principio activo, swainsonina, poseen
un efecto inhibitorio sobre la adhesién y migracién de células tumorales.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ipomoea carnea Jacq. Recoleccion e identificacion taxonémica.

Las muestras de Ipomoea carnea Jacqg. fueron recolectadas en la Ciudad de Corrientes,
Corrientes, Argentina para posteriormente ser identificadas y procesadas en el Instituto de Botanica del
Nordeste (IBONE) de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNNE-CONICET). Asi mismo, un espécimen de
muestra fue depositado en el Herbario CTES perteneciente al IBONE (UNNE-CONICET).

4.2. Swainsonina (SW).
La swainsonina natural (SW) de Astragalus lentiginosus Douglas fue aislada y donada por el Dr.
Dale Gardner del Poisonous Plants Research Laboratory (PPRL) de Logan, Utah, Estados Unidos. Se

utilizé como patrén del principio activo de la planta.

4.3. Obtencion de extracto alcaloidal de Ipomoea carnea Jacq. (EA).

Se obtuvo el extracto de I. carnea Jacq. enriquecido en componentes alcaloides de la planta
siguiendo el método descrito por Hueza et al. (2003). Brevemente, hojas secas (200 g) se maceraron en
etanol al 96% (2 L). Después de la evaporacion total del solvente bajo presién reducida a 50 °C, se obtuvo
un extracto verde oscuro, que se suspendié en agua para eliminar el residuo ceroso y posteriormente se
extrajo sucesivamente con éter dietilico, acetato de etilo y finalmente n-butanol Merck (Darmstadt,
Alemania) saturado con agua. La solucién acuosa se liofiliz6 para obtener un extracto enriquecido en

alcaloides, que se denominé EA 'y se almacend a -20°C.

4.4. Identificacion de swainsonina en el EA por cromatografia de gases/espectrometria de masas
(GC-MS).

El extracto de Ipomoea carnea Jacq. se disolvié en 0.500 mL de acido acético al 2%. Luego, se
agrego una alicuota de 0.5 mL de la solucién acida a una columna de SPE preparada (Strata X-C; 30 mg,
Phenomenex), que se lavd con agua (2 mL), metanol (2 mL) y luego los compuestos de interés se eluyeron
con metanol amoniacal (3 mL). El extracto alcaloideo se evapord hasta sequedad y se silsilé con 200 yL
de piridina y 50 pL de reactivo BSTFA (N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida con trimetilclorosilano; Sigma-

Aldrich, Co.) a 60 °C durante 30 minutos. Las muestras se diluyeron con 800 pL de cloroformo y luego se

10
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analizaron por GC-MS para determinar la presencia de swainsonina (Gardner et al., 2001). Esta
determinacion se realiz6 en colaboracion con el Poisonous Plants Research Laboratory (PPRL) de Logan,
Utah, Estados Unidos.

4.5. Analisis cuantitativo de la swainsonina en el EA.

Para cuantificar el contenido de swainsonina (Peso Molecular: 173.21) en el EA, se disolvieron 15
mg del extracto de Ipomoea carnea Jacq. en 1.0 mL de metanol. Se tomé una alicuota de 0.100 mL y se
mezclé con 0.100 mL de acido acético al 2%. Posteriormente, se diluyd esta alicuota con 0.900 mL de
acetato de amonio 20 mM. La solucidn final se colocé en un vial autosample de 1.5 mL y se analizd
mediante cromatografia liquida de alta resolucion y espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) siguiendo
los métodos previamente publicados por Gardner et al. (2001). Esta determinacion se realizé6 en

colaboracion con el Poisonous Plants Research Laboratory (PPRL) de Logan, Utah, Estados Unidos.

4.6. Cultivos celulares.

4.6.1. Linea celular.

Se trabaj6 con la linea celular C6 (ATCC: CCL-107™), la cual proviene de un glioma maligno de

murino, Rattus norvegicus. Tipo celular: células gliales tumorales (Fig. 4).

4.6.2. Mantenimiento y subcultivos.

Las células se mantuvieron en Dulbecco’s minimum essential medium (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 (10000 unidades/ml) y Estreptomicina (10000 ug/ml) (GIBCO-

Invitrogen) como antibidticos.

El subcultivo celular permitié controlar la densidad del inéculo inicial que asegura que se trabajo
en condiciones de crecimiento optimas. Para ello, se eliminé el medio de cultivo y se cubrié la monocapa
con cantidad suficiente de Tripsina-EDTA 0.25% (GIBCO-Invitrogen) y se incubd durante 3-5 minutos a
37°C. Una vez que la monocapa se despegd, se agrego suero fetal bovino para inactivar la enzima. Luego
del recuento celular con azul de tripan, entre 0,5 - 1x105 cél/mL se sembraron en placas o frascos estériles

rotulando: linea, pasaje, medio y fecha correspondientes. Se incubé a 37 °C y 5% de CO..

Figura 4. Microscopia de Contraste de Fases de la Linea Celular C6 (ATCC: CCL-107™),
11
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4.7. Ensayos de citotoxicidad.

Para los ensayos de citotoxicidad se utilizaron las células obtenidas de monocapas
subconfluentes. Las células re suspendidas se sembraron en placas de 96 pocillos, 1.5-2.5x10% células
por pocillo, en el mismo medio de crecimiento (DMEM-SFB 10%). Cuando la monocapa alcanzé un 80%
de confluencia, se retird el medio de cultivo y diferentes concentraciones del extracto acuoso de Ipomoea
carnea Jacq. o swainsonina equivalentes (25-1000 uM) diluidas en el medio de cultivo suplementado con
10% de SFB fueron adicionados a las células en cultivo (200 uyL/pocillo). Se incubé 48h a 37°C y 5% de
CO:2 en atmosfera humeda y la viabilidad celular fue determinada por tincion con el colorante Cristal Violeta.
La citotoxicidad fue evaluada por comparacion de las absorbancias resultantes de los pocillos con
extractos acuosos/swainsonina, con la absorbancia promedio de los pocillos utilizados como control (sin
tratamiento, considerados como 100% de viabilidad) y fueron expresados como porcentaje de viabilidad

celular. Los experimentos se realizaron por triplicado (Bustillo et al., 2012).

4.7.1. Citdlisis.

Se cuantificéd la actividad de la enzima citosolica Lactato Deshidrogenasa (LDH) en el medio de
cultivo luego de los tiempos de incubacion correspondientes. Para ello, se recogieron alicuotas del
sobrenadante de los pocillos de cultivo y se determind la actividad LDH utilizando un kit comercial (Wiener,
LDH-P UV). La citdlisis se expresé como el porcentaje de liberacién de LDH al medio. Los controles de
referencia para el 0% y el 100% de citdlisis consistieron en medio solo y medio de células incubadas con
0,1% (v/v) de Triton X-100, respectivamente (Bustillo et al., 2012).

4.7.2. Analisis morfolégico celular por microscopia de fluorescencia.

Se realizd una tincion dual fluorescente con naranja de acridina/bromuro de etidio (NA/BE) en
células cultivadas sobre cubreobjetos y tratadas con 300uM del extracto acuoso o 1000 uM de swainsonina
natural (concentraciones que demostraron tener efecto citotéxico) durante 48h a 37°C. Luego de la
incubacion, las células se lavaron dos veces con buffer fosfato salino (PBS) y se adicioné una mezcla de
naranja de acridina (NA) (1 pg/mL) y bromuro de etidio (BE) (1 pg/mL) durante un minuto. Se lavd
nuevamente con PBS y se aplicaron los cubreobjetos a los portaobjetos y las secciones se observaron y

fotografiaron en un microscopio de fluorescencia (Axioskop 40®/Axioscop 40 FL®, Carl Zeiss).

4.8. Inhibicion de la adhesién de células tumorales.

Se utilizé una modificacion de la técnica descripta por Paludo et al., (2006). Brevemente, placas
de 96 pocillos se cubrieron con 200 uL/pocillo de una mezcla de SFB:PBS (1:4) durante 1 h a temperatura
ambiente. Luego los pocillos se bloquearon con albumina sérica bovina (ASB) (Sigma) 1 pg/pL durante 1
h a temperatura ambiente y luego se elimind el excedente. Previamente, se incubé una mezcla (1:1) de
suspension de células de la linea C6 (2.5-3x10* cél/mL, DMEM-SFB 10%) y del extracto acuoso de
Ipomoea carnea Jacq. (50uM, 100uM y 200uM, concentraciones no citotoxicas definidas previamente)
durante 30 minutos a 37°C. Estas mezclas fueron sembradas en placas de 96 pocillos (100 pL/pocillo) y

se incubaron 90 min a 37°C y 5% de COz. Se eliminaron las células no adheridas por lavado con PBS y

12
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se evalud la adhesion utilizando el método de Cristal violeta. Se consideré6 como 100% de adherencia a

los ensayos en los que las células se incuban solo con el medio de cultivo (Paludo et al., 2006).

4.9. Inhibicién de la migracion de células tumorales. Método de “Wound-healing”.

Se cultivaron las células tumorales de la linea C6 en placas de 6 pocillos (1x108 cél/well). Una vez
obtenida la monocapa celular, se realizd una herida con la punta de un tip estéril y se adicionaron diferentes
concentraciones del extracto acuoso de Ipomoea carnea Jacq. (25uM y 50uM, concentraciones no
citotdxicas previamente definidas). Luego se incubd durante 24 h a 37°C y 5% de COz2. La migracion celular
hacia la superficie de la herida fue determinada bajo un microscopio invertido. Se realizaron registros
fotograficos y se cuantificaron las células en la herida mediante el software ImageJ con el complemento

“Cell Counter”.

4.10. Analisis estadistico.

Cada ensayo se realizd por triplicado. Los resultados de las diferentes determinaciones se
expresaron como la media +DE. Las diferencias entre grupos se valoraron mediante ANOVA univariado
(One Way ANOVA) de una via, seguido por la Prueba de Tuckey (HSD) utilizando el software Statistix

(Version 3.5). Se considerd un valor estadisticamente significativo a p<0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Identificacién y cuantificacién de swainsonina en los extractos acuosos de Ipomoea carnea
Jacq.

Swainsonina y otros alcaloides denominados calisteginas B1, B2, B3 y C1 fueron identificadas en
el extracto alcaloidal de /. carnea Jacq. mediante GC-MS (Fig. 5). La concentracion de swainsonina fue de

1.6 pg/mg en el extracto alcaloidal de /. carnea Jacq. segun lo determinado por HPLC-MS/MS.
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Figura 5. Identificacion de swainsonina por GC-MS en el extracto alcaloidal de Ipomoea carnea Jacq.
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5.2. Ensayos de citotoxicidad.

La citotoxicidad del extracto acuoso de Ipomoea carnea Jacq. sobre las células de la linea C6 se
comparé con el efecto de la swainsonina natural (SW) de Astragalus lentiginosus Douglas en cantidades
equivalentes segun lo establecido previamente por HPLC-MS/MS. Mientras que el extracto mostré una
citotoxicidad dosis-dependiente, ninguna de las dosis ensayadas de SW evidencié efectos sobre la

viabilidad celular luego de 48h de incubacion (Fig. 6).
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Figura 6. Actividad citotdxica del extracto acuoso (EA) de Ipomoea carnea Jacq. y swainsonina (SW) (25-1000 yM)
sobre células de glioma C6 (48h). Cada columna representa la media + DE (n=3), * p < 0,05 vs Control, t p < 0,05 EA
vs SW.

Ademas, la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) en el medio, indicativa de dafio en la
membrana de las células gliales, fue proporcional a las concentraciones del extracto acuoso (200-1000
pM) y significantemente diferente a los controles y a los ensayos con swainsonina, incluso a la

concentracién mas baja ensayada (200 pM) (Fig. 7).
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Figura 7. Liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) tras la incubacién de células de glioma con extracto acuoso
(EA) de Ipomoea carnea Jacg. o swainsonina (SW) (200-1000 uM) durante 48h. Cada columna representa la media
1+ DE (n=3), * p < 0,05 vs Control, t p < 0,05 EA vs SW.

5.3. Evaluacion del potencial efecto antitumoral.

5.3.1. Inhibicién de la adhesién celular.

El extracto acuoso de Ipomoea carnea Jacq. inhibié la adhesién de las células tumorales de forma
directamente proporcional a las concentraciones ensayadas. El efecto fue evidente a partir de
concentraciones de 50 pM, inhibiendo aproximadamente un 31% este proceso celular con la maxima dosis

ensayada (200uM) (Fig. 8).
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Figura 8. Efecto inhibitorio del extracto de Ipomoea carnea Jacq. sobre la adhesién de células de la linea tumoral
C6. Las barras representan el promedio +DE (n=3). *p<0.05 versus control.
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5.3.2. Inhibicién de la migracién celular.

La inhibicién de la migracién celular se evalué mediante el ensayo de cierre de la herida (“Wound
healing” / “Wound migration”) y se procedid a cuantificar las células en la herida utilizando el software
ImagedJ con el complemento "Cell Counter". Luego de 24 horas de incubacién, en el ensayo control se
registraron 318 células que migraron a la herida realizada (Fig.9B). Sin embargo, al exponer las células a
una concentracion de 50 uM del extracto alcaloidal de Ipomoea carnea Jacq., se observé una reduccion
en la migracion de las células tumorales de la linea C6, con un recuento total de 238 células (Fig. 9D). No
se detectaron diferencias significativas con respecto al control luego de la incubaciéon con 25 pM del
extracto alcaloidal (302 células) (Fig. 9C).
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Figura 9. Microscopia de contraste de fases. Células control a las Oh (A) y 24h (considerado 100% de cierre de la
herida) (B). Incubacion con 25 uM del EA (C). Incubacién con 50 uM del EA (D).

16



Trabajo Final de Graduacion 2024 — Moro Ramiro

5.4. Andlisis morfolégico celular.

Para analizar los cambios morfoldgicos inducidos por el EA y la swainsonina natural (SW), las
células C6 se tifieron con los fluorocromos naranja de acridina y bromuro de etidio (NA/BE). Las células
de glioma no tratadas mostraban una fluorescencia verde, un nucleo verde claro con estructura intacta y
presentaban cierta fluorescencia roja-anaranjada punteada en el citoplasma homogéneamente distribuida
correspondiente a los lisosomas (Fig. 10A). Tras 48 h de incubacién con 300 uM de EA, se observaron
células con fluorescencia rojo-anaranjada irregular en su periferia debido a la permeabilizacién por
bromuro de etidio compatible con necrosis (Fig. 10B). Por otro lado, luego del 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 (Fig. 10C).

Figura 10. Tincion fluorescente con naranja de acridina/bromuro de etidio (NA/BE). Células de control (A), EA (300
MM) (B), SW natural (1000 uM) (C).

6. DISCUSION

Hasta el momento se han identificado tres familias de plantas que contienen swainsonina:
Fabaceae, Malvaceae y Convolvulaceae; encontrando en ellas varias especies que resultan téxicas para
los animales (Molyneux et al., 1995; Stegelmeier et al., 1995; Colodel et al., 2002; Cook et al., 2017). La
especie utilizada en este trabajo, Ipomoea carnea Jacq., debe sus propiedades toxicolégicas
principalmente al alcaloide inddlico swainsonina (Armién et al., 2007; de Carvalho Nunes et al., 2019). Sin
embargo, otros autores sugieren que serian las calisteginas los Unicos alcaloides responsables de la

toxicidad de esta especie (Dorling et al., 2004; Salinas et al., 2019).

En el presente estudio, al comparar la citotoxicidad de un extracto acuoso de /. carnea Jacq. con
el efecto de una swainsonina natural en cantidades equivalentes sobre la linea celular tumoral C6 de
células gliales, se observd que el extracto alcaloidal (EA) disminuyé la viabilidad celular e indujo citdlisis
en concentraciones superiores a 200 uyM. Sin embargo, Cholich et al., (2020) utilizando un modelo de
cultivo primario de células gliales, observaron que con concentraciones de hasta 250 uM del EA de /.
carnea Jacq. no evidenciaban efectos citotoxicos. Esto podria deberse a una mayor susceptibilidad del

modelo de cultivo de la linea celular con respecto al cultivo glial primario.
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Numerosos autores han confirmado que tanto la swainsonina sintética como también una natural
aislada de la especie Oxytropis kansuensis Bunge son citotoxicas en una gran variedad de lineas celulares
(Sun et al., 2007, 2009, 2019; Li et al., 2012; You et al., 2012; Wang et al., 2019; Liu et al., 2023). No
obstante, en este trabajo la viabilidad de la linea celular C6 no se vio afectada luego de 48 horas de
incubacion con concentraciones de hasta 1000 uM de la swainsonina natural aislada de Astragalus
lentiginosus Douglas. Esto sugiere que el efecto citotdxico presentado por el EA de /. carnea Jacq. sobre

las células de glioma no seria causado principalmente por la swainsonina.

La swainsonina se acumula rapidamente en los lisosomas de las células, tanto in vitro como in
vivo, causando la inhibicién de la enzima a-manosidasa Il y dando lugar a un cuadro de manosidosis (lkeda
etal., 2003; Malm y Nilssen, 2008). Esto provoca una degeneracion vacuolar extensa, la cual es la principal
caracteristica patolodgica en animales envenenados con estas plantas (De Balogh et al., 1999; Armién et
al., 2007). Ademas, Wang et al., (2019) y Liu et al., (2023) reportaron que al utilizar swainsonina pura en
cultivos de células epiteliales renales y neuronas del hipocampo, se observa la aparicién de vacuolas en
el citoplasma de estas células. Previamente, Wang et al., (2021) confirmaron que la swainsonina puede
provocar la acumulacioén intracelular de carbohidratos complejos y glicoproteinas, induciendo la apoptosis
y la autofagia. Los ensayos de microscopia de contraste de fases y la tincién de fluorescencia realizadas
en este trabajo revelaron vacuolizacidon de las células gliales C6 tras la incubacién con la concentracién
mas alta utilizada de swainsonina natural, indicativo de un posible bloqueo en la degradacion autofagica
debido a una alteracién de la funcidon normal de los lisosomas. Por otro lado, la tincidn naranja fluorescente
evidenciada por la permeabilidad de las membranas celulares al bromuro de etidio podria sugerir que la
incubacion de la linea celular C6 con el EA de |. carnea Jacq. desencadend un mecanismo compatible con
la necrosis. Debido a la observacién de ambos posibles mecanismos de muerte celular, autofagia y
necrosis, se sugiere que pueden existir otros compuestos en el EA (como las calisteginas) ademas de la

swainsonina que contribuyen a los efectos observados.

Los resultados expuestos anteriormente concuerdan con los obtenidos en un modelo in vivo en el
cual se inocularon ratas con swainsonina o con el EA de /. carnea Jacq., y en ambos casos se observo
vacuolizacién en diversos érganos. Sin embargo, la gravedad de este efecto fue significativamente mayor
en los animales tratados con el EA de I. carnea Jacq., o que sugiere la participacion de compuestos
distintos del alcaloide inddlico (Hueza et al., 2005). Otro estudio in vivo, realizado por Stegelmeier et al.,

(2008) sugiere, por el contrario, que las calisteginas son menos téxicas que la swainsonina en ratones.

Investigaciones previas han revelado el potencial antitumoral de extractos de plantas que
contienen SW en modelos in vivo, donde se ha observado una reduccion significativa en la proliferacion
tumoral, como describen Anand et al., (2013) y Shukla et al., (2018). Como se menciond, dos procesos
fundamentales involucrados en la metastasis tumoral son la adhesién y migracién de las células tumorales.
En este sentido, solo se registran trabajos en los que se evaluo el efecto de SW sintéticas sobre los
procesos mencionados. Rooprai et al., (2001) demostraron un efecto inhibitorio significativo sobre la
adhesion celular de cuatro lineas de cultivo primario obtenidas de tumores del sistema nervioso y Sun et
al., (2009) y Przybylo et al., (2005) reportaron de manera similar el efecto de SW sobre la migracién de
células de melanoma murino y carcinoma de vejiga respectivamente. En este trabajo final de graduacion,
los resultados obtenidos demuestran por primera vez el efecto inhibitorio del extracto alcaloidal de Ipomoea

carnea Jacq. tanto sobre la adhesién como la migracién de las células C6 de glioma.
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7. CONCLUSION

El extracto alcaloidal de Ipomoea carnea Jacq. demostré ser citotéxico sobre la linea C6 de células
tumorales gliales de manera dosis dependiente; en cambio, la swainsonina natural utilizada no demostré
citotoxicidad en ninguna de las concentraciones ensayadas. Por lo que el alcaloide inddlico identificado en
I. carnea Jacq. no seria el unico responsable de la citotoxicidad in vitro sobre las células de glioma. Las
calisteginas podrian contribuir actuando sinérgicamente con la swainsonina y ser responsables de la

citotoxicidad demostrada.

Ademas, al utilizar concentraciones no citotdxicas para evaluar el potencial efecto antitumoral de
dicho extracto, éste evidencié inhibir la adhesion celular de manera proporcional a las concentraciones
ensayadas, asi como también la migracion celular. Estos resultados sugieren que los compuestos
estudiados poseen un potencial efecto antitumoral, por lo cual es de interés continuar en esta linea de
investigacion para poder dilucidar cuales son los mecanismos de accion de estos procesos inhibitorios y

asi proporcionar nuevos conocimientos para el desarrollo de nuevos farmacos contra el cancer.
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