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EFECTOS SOBRE EL CICLO CELULAR DE EXTRACTOS DE
Euphorbia aphylla

CELL CYCLE EFFECTS OF Euphorbia aphylla EXTRACTS

Mauricio Camargo', German Angel', Liliana Betancur’, Jorge Ossa’

Resumen

Durante las dos Oltimas décadas, una gran diversidad de especies del género Euphorbia han side quimica y
biologicamente estudiadas debido a la riqueza de evidencias etnofarmacol6gicas reportadas en ¢l mundo (tabla 1). En
consecuencia, ¥ teniendo en cuenta las tradiciones de medicina tradicional en Colombia, en este trabajo se evalub la
actividad biolégica inhibitoria de extractos y latex de E. aphvile sobre la proliferacién celular in vitro de células
CHO(HB4-K 1), con énfasis en el flujo del ciclo cetular desde 1a fase S (tardia) hasta la fase M. Se recolectaron muesiras
de cuerpos basales (tallos) de E. aphyila (registro RC-11832, Herbario Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia).
El material secado se molié y 3¢ sometio a extraccidn continua con éter de petrdleo y etanol (200 g/1). Los extractos se
rotagvaporaron 'y redisolvieron en agua/tween-20(1:10} y DMSO puro, respectivamente. El Litex crudo también fue
disuelto en DMSOQ. La citotoxicidad de los dos extractos y del litex, y sus solventes, se evalud mediante Ia prueba de
10j0 nenfro, en microplatos de 96 pozuelos, 15.000 células CHO/pozo v cuatre diluciones por extracto o solvente,
Posteriormente se realizaron las pruebas de ciclo cetular en cultivos exponenciales de células CHO mediante el andlisis
de la cinética de acumulacion en mitosis {funcitn de acumulacion), Las tres mezclas mostraron baja citotoxicidad, auna
concentraciones méximas. Ninguna de las tres mostrd actividad bloqueadora a nivel de la fase M. Sin embargo, el
andlisis de las praficas de cinética acumulativa hacia la fase M indica que e) extracto etéreo bloguea el ciclo celular antes
de la fase M, posiblemente al final de la fase G, o inhibe ¢l trinsito G,-M. El extracto etandlico también produce
considerable inhibicion o retraso del flujo de G, hacia M, pero no genera bloqueo total, como silo hace el extracto etéree.
De otro lado, el latex crudo, aunque reduce el indice mitotico (IM) durante las tres primeras horas del tratamiento,
muestra recuperacion posteriot del IM esperado.

Paiabras claves: ciclo celular, citotoxicidad, emofarmacologia, Euphorbia aphyila
Abstract

World wide ethnopharmacoelogical data have reveaced great diversity of Euphorbia species, which hale have been
biologically and chemically studied during the last two decades (table 1). Consequently, and in view of the evidence
gathered from traditional medicine in Colombia, this stuor evaluated chemical extracts and latex from E. aphyila for
their potential inhibitory action on in vitro cell proliferation, with emphasis on cell cycle progresion throuph the G,-M
phases. Stem samples from E.aphyfia were collected (registry No. RC-11832, University of Antioquia Herbarium),
dried, shreaded and chemically extracted with petroleum ether and ethanol (at 200 g/1). The extracted matzrial was roto
evaporated and redisolved with water:tween20 (1:10) or DMSQ (100%). Crude latex was also disolved in DMSO.
Cytotoxicity of the three mixtures, their solvents, and four dilutions of each were evaluated with neutral-red stain, using
96-well microplates, and 15000 CHO cells /well. After these assays, cell cycle tests were performed on exponentially
growing CHO cultures, through the analysis of accumulation kinetics of mitoses. Results indicated low cytotixicity of
the three extracts, even st maximum concentration. Similarly, none showed M-phase blocking activity. The analysis of
cell cycle effect clearly indicated that the ether-extract blocks the cell cycle before M-phase, apparently at the end of' G,,
or by inhibiting the progression from G, to M. The ethanolic extract also produced considerable inhibition or delay of
the G, to M flux, but not generate a complete halt, like the ether-exiract, On the contrary, crude latex decreasen the
mitotic index (MI) at the beginnning of the treatment, but a delaved recovery of the expected MI was later observed.
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INTRODUCCION

Basados en la abundante evidencia
etnofarmacoldgica, durante las Gltimas décadas se
han realizado numerosas investigaciones
fitoquimicas en la familia Euphorbiacea, y en
particular en especies del género Euphorbia, Del
abundante latex caracteristico del género, y de
extractos quimicos de raices, tallos, hojas y semillas,
se ha descubierto una rica gama de compuestos
quimicos o principios activos que incluyen lectinas,
terpenos, ésteres de forbol, ésteres diterpenos,
ésteres ingenanos, enzimas, txinas, etc. (tabla 1) .
Y come es légico suponer, igualmente se han
investigado algunas de las posibles actividades
biolégicas de estos compuestos o mezclas
complejas.  Entre otras, por ejemplo, se ha
confirmade que pueden actuar como potentes
irritantes y/o promotores tumorales. Otros son
mitogénicos, inductores virales, e inductores de
reordenamientos cromosémicos. También se han
descubierto extractos o componentes con actividad
moluscicida, antidiarreica, antiviral, antioxidante,
antiinflamatoriay antineopldsica (tabla1).

Estos hallazgos no sélo han brindado soporte
cientifico a algunas tradiciones de la medicina
tradicional y la etnofarmacologia, sino que abren
nuevos horizontes en farmacologia v fitoquimica.
En consecuencia, y motivados por evidencias de la
medicina tradicional sobre la posible accidén
antiverrugosa del ldtex de £. aphylla, en el presente
trabajo se evalud la actividad bioldgica inhibitoria de
extractos y latex de esta especie, sobre la viabilidad y
proliferacion celular in vitro de células CHO (HB4-
K1}, con énfasis en su accion sobre el ciclo celular.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El l4tex natural fue colectado en recipientes de vidrio
oscuro, prelavados y pre-esterilizados. Las muestras
de tallo se tomaron directamente de plantas vivas, y
los trozos pequefios (2-5 cm) se lavaron con agua
corriente, seguido de un lavado con hipoclorito-Na
(5%) 15 min. Luego del secado al aire, el material
fue secado al horno durante 1.5 dias, en el taller del
Herbario Universidad de Antioquia. Después del
secado, el material se molié varias veces hasta
obtener un producto final pulverizado.
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Extractos quimicos

Para la separacién de componentes de la muestra
sdlida se utilizo extraccion continua sélido/liguido,
con extractor soxhlet, a partir de 200 g de muestra y
un litro de éter de petrdleo o etanol. Los extractos
brutos fueron rotaevaporados, y las muestras se
guardaron a 4 °C en frascos de vidrio oscuro como en
¢l caso del latex natural.

Efecto citotdxico

Se utilizaron células CHO(HB4-K1) tomadas de
cultivos en crecimiento exponencial, cultivados en
medio Ham-F12 suplementado con 5% de suero de
ternero recién nacido, 100U/ml de penicilina y 100
pg/ml de estreptomicina.

Los extractos etéreos se diluyeron en las
proporciones de 1:0 , 1:1 , 1:2 y 1:4 en tween-
20(90%). Ellatex crudo y los extractos etandlicos se
diluyeron en DMSO, en las mismas proporciones
mencionadas. Las concentraciones finales obtenidas
en los cultivos celulares se indican en las graficas
respectivas (fig. 1).

Las prugbas de citotoxicidad se realizaron de la
siguiente manera : Para probar cada dilucién de cada
extracto y de su respectivo selvente, se sembraronen
microplates de 96 pozuelos, 15.000 células
CHO/pozuelo, por cuadriplicado. Se incubaron a
37°C, 24 hr., atmdsfera CQ, (5%), en medio Ham-
F12 antes descrito. A cada pozuelo se le adiciond 50
put de cada dilucion del respective extracto o©
solvente, y los microplatos se reincubaron 13-14 hr.
Cumplida esta fase i vitro se procedid a la fase de
fijacion/precipitacion con TCA (12%), 25 ul/pozo, y
reincubacién en nevera 4 °C, 20 min,
Posteriormente se procedid a la coloracion v lectura
consistente en  dos lavados con PBS, 200 ul/pozo,
coloracién con solucion de rojo neutro al (.33%,
75ul/pozo, 37 °C, 30 min. El contenido total del
microplato se descartd, v se lavo dos veces con PBS
tibio, 200 l/pozo, que también se descartd y se
reemplazd por 130 1/pozo de una solucién 1:1 (50%
v/v) de etanol: fosfato-Na-monobasico (G.1M),
37°C, 5 min. El microplato se agitdé 30 min a
temperatura ambiente y se leyd en un contador Elisa
2550 nm,

Del promedic de las cuatro lecturas de absorbancias
obtenidas por tratamiento, se calculo el efecto neto
de cada tratamiento (extracto) sobre la viabilidad de
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Tabla 1. Resumen de las investigaciones farmacoldgicas modernas en el género Euphorbia.

Acrugl Biol 20 (69); 121-130, 1998

ESPECIE ACTIVIDAD BIOLOGICA COMPONENTE o EXTRACTO REFERENCIA
E acqulis Antiinflamatoria Exiractos Singh ef af., 1984
E. aphylla inhibidor del ciclo celular Extractos Angel et ol 1996
E. awio promotor tumoral Extractos Norhanom v Yadav, 1995
E. australis Antiviral Extractos Semple ef al, 1998
E. biclandulosa inhibidor mitocondnial Litex Moack ef al., 1980
E. canariensis vascular erferigl Diiterpenos Miranda et al., 1998
E, canariensis Vascular Ingo! (DBI)} __Mi randa etal, 1997
S, coopert irritante dérmico Latex. — CGischwendt v Hecker 1973
E. cooperi Drermatitis Diterpenos Gurndidiza ef al , 1992
E. cyparissias Citotdxica Diterpenos Oksuz et al 1954
£, characias Lipdsica Lipasa (1itex) Moulin & af | 1994
E. characias Mitogénica Lectinas (litex} Barbieri ef 2/, 1983
E. characias diaming oxidasa Latex Rinaldi et ol , 1982
E. deightonii Inflamatoria Diterpenoides Abo, 1994
E. desmondi Inflamatoria Diterpencides Abg, 1994
E. esuln promotor tumoral Litex Upadbyay ef 2l., 1978
E. esula Dermatitis Extractos Seip y Hecker , 1982
E. fischeriana Antineopésica Extragtos Shen, 1984
E. fortissima irritante dérmico Diterpenos Kinghom v Evans,, 1975
E. hirta inhibidot de prostaglandinas Extractos istmann ¥ Bucar, 1994
E. hirta Antidiarreica Flavonoides {quercitrin) Galvez ef al., 1993
E. hirta sedativa, anxiolitica Extractos Lanhers et al,, 19N
E. ingens promotor tumoral Diterpenos Opferkuch v Hecker, 1982
E. kansie ~_promotor tumoral Extractos Zeng et al, 1994
E, kansui promotor del receptor Fo Ingznal Matsumotp ef af,, L3952
E_lagascae _Autineoplasica Extractos Femmgni ¢f al., 1984
E. lathyris promotor tumoral Diterpenc {ingenol) Adolf y Hecker, 1975
K. marginata Mitpgénica Latex (lectina) Stirpe ¢f g/., 1993
E_matabelensis Dermatitis Diterpeno Gundidze ef al., 1993
E. milif Mbplusgigidg Latex Souza ef ral., 1997
E. milii PIOMOtor trmaoral Litex Cruz ef ol., 1996
E_mili 1o mutagénica Litex Zamith et al., 1996
E._myrsinites Citotdxica Diterpenos Oksuz et al., 1995
£. nematocypha ioxidante (hepatoprotectora Extractos Ito er g, 1990
E. paraliay __Jtitante, gitotdxica Ingenoles Saved er o, 1980
E. peplus pramotor tumeral Diterpenos Zaved ez al, 1998
Nawito et al., /908
£ peplus quergtoconiuntivitis Latex Biedner et ai,, 1981
£ _paisonii gitotéxica (cels tomorales, A-498) Diterpenos Fatope ¢f al., 1996
E. poisonii Irtitante Diterpenos (latex} Evans y Schrmidt, 1979
E._paisonii Irritante Forbol éster (candletoxinas) Schmidt y Evang , 1977
_E _proliferg _Derrmatitis Diterpenos Wu et gf, 1995
E _prosirata iinflamatoria Exiractos Singla v Pathak, 1940 .
E_prosirata Arﬂm]ﬂmna -_Extractos Singla v Pathak , 1989
E_pulcherrima Litex Massmanian, 1998
E. pulcherrima C];thxlca. {cels tumorales) Triterpenos Smith-Kielland et al., 1396
E. pulcherring Dermatitis Extractos Santueci eral, 1983
E. resinifera Receptores vaniloides | Resiniferatoxing Jétex Appendino v Seallasi, 1997
E. resinifera Prometor tumoral Diterpenos {Jatex] Her, eial., 1984
E. rigidy Mutagénica Extractos Basaran er gi., 1996
E_royleata Moluscicida anti-colinesterasa Litex Singh er af, 1984
E. seguieriana Amtibacterial Extractos - Sobolieva ¥ Hencharov, 1979
E. servaia Promotor tumoral ~3-palmita Upadhyay et al., 1976
E. spiendens 1o mutagénica Litex Schall ef 2d., 199
E. splendens Moluscicida Latex Schall ef al., 1992
E. splendens Moluscicida Latex Schall ef al., 1598
£. spp Capsaicing (andloges) | ditervenos (resiniferatoxinas) Szallasi y Blumberg, 1989
E_tirucallt Trvitante ' forbol diéster Kinghorn , 1979 :
E. tirucaili antiviral (EBV) deoxi-forbol éster Imei et al., 1994
E tirucalli Translocaciones cromosdmicas forfol éster Aya etal, 1951
E_ tirucalli promotor viral extractos Osato et al., 1987
_ E tiruycalli promotor viral BXILACIOs Mizuno ef al., 1986
E, tirucallf Dermatitis diterpenos Furstenberger ¢f al,, 1986
E. frucalli Dermatitis diterpencs Fursicnberger ef al,, 1985
E. triemguiaris irritante dérmico latex Gachwendt v Hecker, 194
£ virgaie promotor maral diterpena Upadhyay et al., 1981
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Figura 1. Cuantificacidn del ensayo de citotoxicidad en células CHO(HB4-K1), pars los extracto etérea (a), etandlico (b), y latex (c).

células CHO empleando la ecuacién
"%Citotoxicidad=100 (Le-Ls)/Le", en la que
Le=lectura del extracto, Ls=lectura del solvente,
Le=lectura del control. Los porcentajes de
citotoxicidad se grafican vs. concentraciém del
extracto (fig. 1),

Efecto en el ciclo celular

Los tratamientos se hicieron en cultivos duplicados
de células CHO (HB4-K1}, en fase de proliferacion
exponencial. Dado que los extractos mostraron baja
toxicidad y que ninguno produje una DL50
detectable (ver resultados), todos los tratamientos se
hicicron con la concentracién méixima de cada
extracto (50 ul de extracto por cultivo de 5 mi), y
durante 1-5 hr. El grupo control se traté con el
respectivo solvente puro. Ademds, todos los
tratamientos anteriores se repitieron en presencia de
colchicina (0.06 mg/ml). Este protocolo
experimental permite monitorear el flujo del ciclo
celular desde S-tardio hasta G, y M.

Después del respectivo tratamiento, de cada cultivo
se obtuvo desprendimiento celular total mediante el
método convencional con tripsina (0.05%). La
suspension celular obtenida se centrifugd (400 xg, 7
min), posteriormente se hipotoniza con citrato-Na
(0.7%), 10 min, 37 °C, se centrifugd (400 xg, 7 min.)
y el botdn celular se resuspendid en fijador metanol-
acético (3:1). Luego de cambiar el fijador mediante
centrifugacion, el precipitado celular se resuspendid
en 0.2-0.4 m!l de fijador fresco, a partir del cual se
hicieron extendidos citogenéticos convencionales
mediante goteo en placa himeda. Finalmente, las
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preparaciones citoldgicas se colorean con solucion
Giemsa (4%) 5-7 min.

Una vez calculado el indice mit6tico promedio (Nm)
de cada tratamiento, se elaboraron graficas de log
(Nm+1}yvs, tiempo, a partir de las cuales se realizd el
analisis, basado en la comparacién con controles
tratados con ¢l antimitdtico colchicina que genera
una funcion de acumulacién en M correspondiente a
la signiente ecuacion :

Log (Nm+1)}=(0.3)(t)/Te, endonde:
Nm=Indice mitético,

Te = duracién promedio del ciclo celular,
t=duracién del bloqueo o del tratamiento.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras
2y3.

RESULTADOS Y ANALISIS
Cltotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad evidenciaron varios
aspectos : Primero, todos los extractos mostraron
baja toxicidad; de hecho, en ninguno se logrd una
toxicidad promedio mayor ¢ igual al 45%, aun a la
concentracién maxima del extracto obtenido, razén
por la cual se utilizd esta concentracién en los
ensayos de efectos en ¢l ciclo celular, Segundo, el
extracto etéreo resultd ser ligeramente mas téxico
que ¢l etandlico, y el latex crudo fue el menos
citotoxico de los tres. Sin embargo, ninguno mostrd
la tipica curva semi-log de toxicidad debido a dos
razones : la baja toxicidad de las mezclas, y que €l
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Figura 2. Ensayo de acumulacién mitdtica de los extractos etéreo (a), etandlico (b), ¥ latex (c) en cultivos de células CHO(HB4-K1} en

crecimiento exponencial.
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Figura 3. Ensayo de acumulacion mitdticadel extracto etérec + colchicina (a), etandlico + colchicina (b), y litex + celchigina (c). Notese
que cada grifica incluye el control (colchicina), que evidencia la tipica funcién de acumulacion en mitosis, lo cual indica flujo contizuo

delciclo desde S-ta.rdio haciaM.

rango de concentraciones probadas s6lo abarca un
orden de magnitud, y no los dos o tres ordenes de
magnitud tipicos de una curva de toxicidad semi-log.

Las pruebas de citotoxicidad realizadas en este
trabajo, contrastan aparentemente con las evidencias
etnofarmacologicas, que indican que E. aphyila, y
en particular el latex crudo, es altamente irritante
produciendo dermatitis y queratoconjuntivitis. Sin
embargo, ello podria explicarse en parte por el hecho
de que uno de los componentes mds comunes y/o
abundantes en el litex y extractos de fallos de
especies de este género, son ésteres de forbol que
gjercen efecto tisular irritante o inflamatorio, en
tejidos (o células) con receptores membranales
apropiados, y en particular de origen neurogénico.

En consecuencia, es muy probable que las células
CHO (HB4-K1) empleadas en estas pruebas,
carezcan de esta clase de receptores ya que son
células originalmente extraidas de estroma ovarico
de hamster.

Cicle celular

Se han desarrollado wvarias metodologias para
investigar el efecto de agentes quimicos sobre el
ciclo celular en células de mamiferos. Una de ellas
consiste en estudiar la cinética proliferativa en el
ciclo celular. Y una forma de hacerlo es
cuantificando la cinética de entrada de la poblacion
celular a una fase del ciclo. Dado que la fase M ¢s
facilmente detectable a mivel citolégico, en el
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presente trabajo se estudié el efecto de las tres
mezclas complejas mencionadas, sobre la cinética de
flujo hacia la fase M.

Conociendo previamente la distribucidn temporal de
las fases del ciclo celular de las células en estudio
CHO(HB4-K1), se diseié un protocolo
experimental para investigar el efecto de los
extractos etéreo, etandlico y del latex, sobre las fases
S-tardia, G,y M.

En ausencia de bloqueador mitético (colchicina), los
resultados (fig. 2) indican que ninguno de los
extractos, ni sus respectivos solventes, son
inhibidores de la fase M. En presencia de
bloqueador mitético (colchicina), los resultados
(fig-33) indican que el extracto etéreo bloquea el
ciclo celular antes de la fase M, ya sea al final de G, 0
inhibiendo el transito G,-M. Lo anterior se deduce
de la ausencia de acumulacion mitdtica, a pesar de la
presencia de colchicina. Si el bloqueo o inhibicion
fuera antes de G,, se deberia presentar un incremento
del IM durante las 2-3 primeras horas del
tratarniento. Y se deduce que es antes de M, ya que
durante las 5 hr. de wratamiento, todos los cultivos
presentan un IM promedio equivalente al indice
mitdtico espontaneo encontrado en cultivos control,

De otro lado, el extracto etandlico evidencia
considerable inhibicion o retraso del flujo de G, a M,
pero no genera bloqueo total, como si o hace el
extracto etéreo. Lo anterior se deduce de las
pendientes de acumulacién en M, siendo menor la
del tratamiento que la del control {no tratadas). En
este caso, una pendiente menor indica retraso o
prolongacién del ciclo celular. Y dado que el retraso
s¢ da desde la hora 1, se deduce que el efecto
inhibitorio se ejerce desde el borde M/G, hacia atras.
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En cambio, el latex crudo, aunque reduce el IM
durante las 2-3 primeras horas de tratamiento,
muestra posterior recuperacion hacia el indice
mitético esperado. Este comportamiento es tipico de
compuestos 0 mezclas que ejercen un efecto
inhibitorio temporal, ya sea porque es
metabdlicamente superado por las células tratadas, o
por la inestabilidad quimica o vida media reducida
del compuesto o compuestos dela mezcla.

Los anteriores resultados, y en particular los
obtenidos con los extractos etéreos, son alentadores
en ¢l sentido de muestran la presencia de principios
activos que inhiben el ciclo en una linea celular de
mamifero. Ademds, abren la posibilidad de una

‘exploracion quimica sistemdtica para detectar

principios activos potencialmente Gtiles, como ha
ocurrido con ofras especies del género Fuphorbia
(tabla 1).

Finalmente cabe resaltar dos aspectos : (1) El
presente trabajo constituye la primera investigacion
realizada en esta especie (E.aphyfla) sobre la
citotoxicidad v los efectos en el ciclo celular de
extractos y/o latex ; (2)La aplicacion de esta sencilla
pero informativa metodologia de anélisis de cinética
de flujo proliferativo, combinada con estudios
fitoquimicos, abre nuevas alternativas para el
tamizaje rapido de actividad biologica
antineoplasica de sustancias o extractos de origen
vegetal,
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