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PALMA RAMIREZ, Jonathan David. Evaluacién de la actividad cicatrizante del latex de
Euphorbia ingens en un modelo de cultivo in vitro de células. 2024. 57 paginas. Trabajo
de Conclusién de Curso (Graduacion en Biotecnologia) - Universidade Federal da

Integragéo Latino-Americana, Foz do Iguagu, 2024.

RESUMEN

La cicatrizacion de las lesiones cutaneas es un proceso complejo que implica una
serie de etapas, incluyendo la hemostasia, inflamacién, proliferacion y remodelacion.
La activacion de las células endoteliales es el primer proceso que ocurre en la
angiogénesis, un fenémeno crucial en la cicatrizacion de heridas, ya que se
necesitan nuevos vasos sanguineos para llevar los recursos necesarios a las areas
lesionadas. Las heridas crénicas representan un importante problema econémico y
social a nivel mundial, por lo que se buscan activamente nuevos compuestos
regenerativos. Las plantas medicinales, como Euphorbia ingens, han sido utilizadas
historicamente para tratar heridas, pero su potencial cicatrizante no ha sido
completamente estudiado. Este trabajo evalud la capacidad cicatrizante del latex de
E. ingens en un modelo in vitro utilizando lineas celulares HBMEC y MRC-5,
realizando experimentos de citotoxicidad, migracién celular y analisis morfoldgicos.
Los resultados de este estudio demostraron que el latex no causa toxicidad en
ambas lineas celulares y promoviéo una reduccidon significativa del area de la
cicatrizacion. En el analisis de fluorescencia, las células tratadas mostraron una
estructura en el citoesqueleto mas ramificada que en el control; aparentemente
estas extensiones son filopodios y lamelipodios, estructuras celulares clave en la
migracion celular. Estos resultados incentivan a futuras pesquisas para comprender
mejor el mecanismo y cuales compuestos especificos del latex son responsables de
esta estimulacion de la migracion celular.

Palabras clave: Euphorbia, Cicatrizacién, Euphorbia ingens, Heridas.
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PALMA RAMIREZ, Jonathan David. Avaliagao da atividade cicatrizante do latex
de Euphorbia ingens em um modelo de cultura de células in vitro. 2024. 57
paginas. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Biotecnologia) -
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RESUMO

A cicatrizagao de lesbes cutaneas € um processo complexo que envolve uma série
de etapas, incluindo a hemostasia, inflamagao, proliferacdo e remodelagcdo. A
ativacdo das células endoteliais € o primeiro processo que ocorre na angiogénese,
um fenbmeno crucial na cicatrizacdo de feridas, pois sdo necessarios novos vasos
sanguineos para transportar os recursos necessarios para as areas lesionadas. As
feridas crénicas representam um importante problema econémico e social em nivel
mundial, entdo novos compostos regenerativos estdo sendo ativamente procurados.
Plantas medicinais, como a Euphorbia ingens, foram historicamente usadas para
tratar feridas, mas seu potencial cicatrizante nao foi completamente estudado. Este
trabalho avaliou a capacidade cicatrizante do latex de E. ingens em um modelo in
vitro usando linhagens celulares HBMEC e MRC-5, realizando experimentos de
citotoxicidade, migragéo celular e analises morfologicas. Os resultados deste estudo
demonstraram que o latex ndo causa toxicidade em ambas as linhagens celulares e
promoveu uma redugdo significativa na area de cicatrizagdo. Na analise de
fluorescéncia, as células tratadas mostraram uma estrutura no citoesqueleto mais
ramificada do que no controle; aparentemente, essas extensdes sao filopddios e
lamelipodios, estruturas celulares-chave na migragao celular. Estes resultados
incentivam futuras pesquisas para uma melhor compreensao do mecanismo e quais
compostos especificos do latex sao responsaveis por esse estimulo a migragao
celular.

Palavras-chave: Euphorbia, Cicatrizagdo, Euphorbia ingens, Feridas.
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PALMA RAMIREZ, Jonathan David. Evaluation of the wound healing activity of
Euphorbia ingens latex in an in vitro cell culture model. 2024. 57 pages.

Undergraduate Thesis (Bachelor's Degree in Biotechnology) - Universidade Federal da
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ABSTRACT

The healing of skin injuries is a complex process involving several stages, including
hemostasis, inflammation, proliferation, and remodeling. The activation of endothelial
cells is the first process that occurs in angiogenesis, a crucial phenomenon in wound
healing, as new blood vessels are needed to deliver necessary resources to the
injured areas. Chronic wounds represent a significant economic and social problem
worldwide, thus actively seeking new regenerative compounds. Medicinal plants,
such as Euphorbia ingens, have historically been used to treat wounds, but their
healing potential has not been fully studied. This study evaluated the healing
capacity of E. ingens latex in an in vitro model using HBMEC and MRC-5 cell lines,
conducting experiments on cytotoxicity, cell migration, and morphological analysis.
The results of this study demonstrated that the latex did not cause toxicity in both cell
lines and promoted a significant reduction in the scar area. In the fluorescence
analysis, treated cells showed a more branched cytoskeleton structure than the
control; apparently, these extensions are filopodia and lamellipodia, key cellular
structures in cell migration. These findings encourage further research to better
understand the mechanism and which specific compounds in the latex are
responsible for this stimulation of cell migration.

Key words: Euphorbia,Wound healing, Euphorbia ingens, Wounds.
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1. INTRODUCCION

Las lesiones cutaneas son ocasionadas por diferentes motivos, como
quemaduras por altas temperaturas, radiacion ultravioleta y heridas por objetos
cortantes (PIAZZA et al., 2020). La regeneracion celular de la piel cuando se tiene
una herida es un proceso formado por varios pasos. Estos tienen el objetivo de
hacer que la parte de la herida expuesta sea recuperada. La cicatrizacién esta
dividida en 4 fases: hemostasia, inflamacion, proliferacion y remodelaciéon (PAZYAR
et al., 2014), y todas estas fases involucran muchos tipos celulares, mecanismos,
asi como mediadores quimicos y matriz extracelular. Todo esto hace que la

cicatrizacion sea considerada un proceso complejo (JUNEJA et al., 2019).

La mayoria de las heridas cutaneas son superficiales, ya que pasan por el
proceso de regeneraciéon normal. Algunas de estas heridas cutdneas pueden ser
cronicas, y esto se debe a que el proceso de cicatrizacibn no progresa
correctamente o a otra enfermedad subyacente que el paciente tiene y que no le
permite realizar el proceso de cicatrizacion con normalidad. Una herida cronica
representa un gran gasto econdmico en tratamientos para su curacion (HAN et al.,
2017). Estas heridas crénicas representan una epidemia silenciosa que esta
afectando a una gran parte de la poblacién mundial. En los paises con un mayor
desarrollo, la carga de los tratamientos de las heridas cronicas estda aumentando

rapidamente, y se vuelven cada vez mas costosos (SEN et al., 2009).

La busqueda de nuevos compuestos con una mejor actividad regenerativa en
las heridas ha sido un desafio para la salud. Por esta razon, se ha abierto un campo
de busqueda de nuevos compuestos naturales que posean potencial regenerativo
en los diferentes tipos de heridas (GONCALVES et al., 2022). A pesar de que se
realizan muchos estudios farmacoldgicos para la regeneracién de las heridas, aun
existen problemas por superar en el tratamiento de heridas abiertas
(NILFOROUSHZADEH et al., 2014). Los problemas derivados de las heridas causan
un gran impacto econdmico y social. Debido a esto, se exige un mayor nivel de
investigacion en la busqueda de tratamientos para las heridas cutaneas (SEN et al.,
2009).
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Las plantas medicinales han sido utilizadas desde la antigiedad por la
sociedad en varias partes del mundo para diferentes tipos de tratamientos de
heridas y quemaduras. Esto se debe a que muchas plantas poseen compuestos que
ayudan en el proceso de cicatrizacion. Actualmente, se estan investigando y
descubriendo compuestos bioactivos que mejoran el proceso de cicatrizacién de
heridas (MRABTI et al., 2022). Estas investigaciones de compuestos a partir de
plantas que funcionan como tratamiento de lesiones de la piel han demostrado ser
una alternativa, ya que tienen muchas propiedades utiles, y su costo de uso es mas
economico, ademas de tener una eficacia significativamente alta (MALIK et al.,
2019).

Diferentes especies de plantas se han estudiado con el fin de encontrar
nuevos compuestos para el uso medicinal. Del 1 al 3% de los medicamentos de las
farmacopeas occidentales que se usan para heridas cutaneas, un tercio proviene de
las plantas, y muchos de estos compuestos han demostrado ser
farmacolégicamente seguros por sus mecanismos de accion y su eficiencia, lo que
justifica mas estudios preclinicos y clinicos en compuestos provenientes de plantas
(LORDANI et al., 2019).

La planta Euphorbia ingens pertenece al género Euphorbia. Muchas de las
plantas de este género son productoras de latex, el cual ha sido utilizado
tradicionalmente para el tratamiento de heridas en la piel (BENJAMAA et al., 2022).
La E. ingens es una planta nativa de Africa del Sur, culturalmente importante para
las poblaciones locales. A pesar de que su latex esta reportado como téxico, este
mismo latex es tradicionalmente utilizado para el tratamiento de ulceras en la piel y
cancer (VAN DER LINDE et al., 2017). A pesar de ser usado medicinalmente por
pueblos de la region endémica de E. ingens, no hay estudios que demuestren la
capacidad del latex como cicatrizante de heridas. Debido a la falta de estudios sobre
la capacidad cicatrizante del latex de E. ingens, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la capacidad de cicatrizacion del latex en un modelo in vitro en lineas

celulares.
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2. MARCO TEORICO

2.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS DE LA PIEL EN LA REPARACION DE
HERIDAS.

La piel es un 6rgano especializado que tiene una mayor interaccion con el
entorno externo. Se encarga de funciones importantes como las homeostaticas y
defensa. Es una barrera de defensa primaria que evita la desecacién y el dafo
mecanico, quimico y térmico a las estructuras internas (WILKINSON et al., 2020).
Consta de una epidermis externa, la dermis e hipodermis e incluye nervios, vasos
sanguineos, glandulas y foliculos pilosos. En la piel, el 80% de las células son
queratinocitos, mientras que el otro 20% esta compuesto por células dendriticas,
incluyendo melanocitos, células de Langerhans y Merkel (PROST-SQUARCIOONI
et al., 2020).

La piel ha desarrollado mecanismos eficientes y rapidos para cerrar las
brechas en su barrera. Este proceso se conoce colectivamente como la respuesta
de cicatrizacion de heridas. La reparacion de heridas se divide clasicamente en
cuatro fases principales: hemostasia, inflamacién, proliferacion y remodelacion
dérmica. Estas fases dan lugar a una restauracion arquitecténica y fisioldgica
después del dafno (WILKINSON et al., 2020).

2.2.1 LAS 4 FASES DE LA CICATRIZACION DE HERIDAS.

1. Hemostasia: La primera fase de la cicatrizacion es la hemostasia. En esta
fase, los vasos sanguineos que fueron danados se contraen para formar un
coagulo y de esta manera evitar una exanguinacién. En la hemostasia son
importantes las plaquetas y proteinas trombinas, porque cuando las
plaquetas entran en contacto con la matriz subendotelial basica, son
activadas y adheridas al vaso sanguineo. Seguidamente, la trombina realiza
una activacion plaquetaria que formara un coagulo insoluble de fibrina,
fibronectina, vitronectina y trombospondina (WILKINSON et al., 2020).

2. Inflamacién: En esta fase se realiza el reclutamiento de los neutréfilos en el

sitio de la lesion. Los neutréfilos son importantes en los primeros dias
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después de la lesion por su capacidad de fagocitosis y secrecion de
proteasas que matan las bacterias locales y ayudan a degradar el tejido
necrotico. Después de 3 dias, entran en accion los macréfagos en la zona de
la lesion fagocitando patégenos y desechos celulares, ademas de ayudar en
la secrecion de factores de crecimiento como citocinas y quimiocinas
(REINKE et al., 2012). Los neutrdfilos también ayudan a reclutar fibroblastos

y células epiteliales al sitio de la lesion (PAZYAR et al., 2014).

Proliferacion: En esta fase, ocurre la reepitelizacién y angiogénesis de la
herida. Para que ocurra la epitelizacion, los queratinocitos migran y se
proliferan en la zona de la herida, ademas de ocurrir la diferenciacién de las
células madre de los bulbos restantes del foliculo piloso. La angiogénesis se
desarrolla por la migracion, proliferacion y formaciéon de los tubos de células

endoteliales que salen del vaso principal hacia otros (PAZYAR et al., 2014).

Remodelacion: En el ultimo paso de la cicatrizacién, es necesario un
equilibrio entre apoptosis de células que estan y la produccién de nuevas
células. Ademas, es necesario la degradacion gradual de la MEC vy el
colageno tipo lll y la formacion de colageno maduro tipo |. Esta fase es
importante en la cicatrizacion de heridas porque si ocurre un problema en

esta fase, puede que la herida pase a ser cronica(PAZYAR et al., 2014).

2.3 COSTOS Y TRATAMIENTOS HABITUALES PARA LAS HERIDAS CUTANEAS.

Los tratamientos de las cicatrices cutaneas son una carga sanitaria y

economica para los pacientes. En los Estados Unidos, en 2014, se estimd que el

gasto en tratamientos de heridas cutaneas oscilé entre $28.100 millones y $96.800

millones al afo (SINGER et al.,, 2022). En la actualidad, existen diferentes

tratamientos para heridas en la piel, incluyendo procedimientos quirurgicos, agentes

farmacolégicos y procesos no quirurgicos. Estos tratamientos tienen un costo total

de $12 mil millones anuales, el cual se espera que alcance los $35 mil millones en
2023 (GUSHIKEN et al., 2021).

Versao Final Honol ogada
02/ 05/ 2024 10: 03



19

En heridas cutaneas diferentes farmacos son utilizados directamente en el

sitio de las heridas. Unos de estos farmacos son (LEITE et al., 2020):

e Antisépticos:utilizados para la limpieza y antisepsia de las heridas.

e Queratoliticos: estos farmacos son estimulantes de renovacion celular.

e Revulsivos: estos provocan una irritacion en la piel haciendo un
aumento en el flujo sanguineo ayudando en el transporte de oxigeno y
nutrientes en las heridas.

e Queratoplasticos: son regeneradores del extracto cérneo por medio del
aumento de queratinizacion.

e Humectantes: retardan la evaporacion y la pérdida de agua ya que
hacen un filme hidrofébico en la superficie de la piel.

e Astringentes: causan retraccion en la area de la herida permitiendo
absorcion de exudados de la herida.

e Antimicrobianos: son farmacos muy utilizados para evitar y controlar la

contaminacion de bacterias en las heridas.

Las terapias quirurgicas también se utilizan para el tratamiento de heridas,
dependiendo del tipo de lesién. En estas terapias, los injertos de piel son la
alternativa mas comun para quemaduras y heridas cronicas. Estos injertos se
dividen en tres categorias: autoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos (GUSHIKEN et al.,
2021). Los autoinjertos son los mas utilizados, ya que implican la implantacién de
piel del mismo paciente. Los aloinjertos son una alternativa mas, que consiste en la
implantacion de piel adecuada de otras personas, mientras que los xenoinjertos
implican la implantacién de piel proveniente de otros animales (SANTEMA et al.,
2016).

Una alternativa quirdrgica mas es el desbridamiento quirurgico. Este
tratamiento consiste en la eliminacion del tejido necrético y la carga bacteriana del
sitio de la herida, con el fin de disminuir la infeccidon, el dolor, el mal olor y las

complicaciones de las heridas agudas o cronicas (MENGARELLI et al., 2013).
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2.4 CELULAS ENDOTELIALES MICROVASCULARES DEL CEREBRO HUMANO
(HBMEC), COMO MODELO DE ESTUDIO IN VITRO.

Las células endoteliales microvasculares del cerebro humano son una parte
esencial de la barrera hematoencefélica, la cual actia como un sistema de
proteccion. Ademas, las células endoteliales cerebrales también participan en el
transporte de nutrientes y moléculas necesarias para la funcién cerebral, en la
comunicacion celular y en la regulacion de la presidon osmoética en el cerebro.
Asimismo, estas células estan implicadas en la respuesta inmunitaria y en la
migracion de células inmunitarias al cerebro en caso de lesibn o enfermedad
(PERSIDSKY et al., 2006). Las células HBMEC, son una linaje celular comercial, y
son ampliamente utilizadas como modelo en experimentos de formacion de tubos
como método para estudiar estimulantes de angiogénesis (GOYAL & GOYAL, 2019;
LIU et al., 2022; LEE et al., 2022).

La superficie interna de los vasos sanguineos esta formada por células
endoteliales (figura 1). Estas células producen una variedad de sustancias, como
vasoactivas, que regulan el tono vascular, la presion sanguinea y el flujo sanguineo
local. Una de las principales funciones de las células endoteliales (CE) es la
regulacion del flujo sanguineo y la perfusién tisular. Esto se logra mediante la
modulacion del diametro de los vasos y el tono vascular, en colaboracién con las

células musculares y los pericitos adyacentes (CARVAJAL et al., 2017).

Figura 1. Representacion de la posicion de las células endoteliales en un vaso sanguineo.

Celulas
Endoteliales

Versdo Final Honol ogada
02/ 05/ 2024 10: 03



21

Fuente: Del Autor.

La activacién de las células endoteliales es el primer proceso que ocurre en
la angiogénesis. El incremento y la proliferacion de células endoteliales son pasos
importantes para la formacion de nuevos vasos sanguineos (REYNA-VILLASMIL et
al., 2010). Las células endoteliales migran durante la vasculogénesis, la
angiogénesis y en respuesta a lesiones vasculares para reparar la integridad del
vaso. Esta migracion puede ocurrir de forma individual, en grupos o en laminas, y
estd regulada por una variedad de sefiales complejas tanto intracelulares como
ambientales(MICHAELIS, 2014).

La presencia de una vasculatura funcional es esencial para la viabilidad de
casi todos los tejidos multicelulares (DIPIETRO et al., 2013). La angiogénesis es
vital en la cicatrizacién de heridas, ya que se necesitan nuevos vasos sanguineos
para llevar los recursos necesarios a las areas lesionadas. (DIPIETRO et al., 2016).
Las heridas cronicas y las cicatrizaciones deficientes en pacientes con diabetes,
ancianos y estasis venosa se asocian con una respuesta angiogénica inadecuada o
disfuncional (DIPIETRO et al., 2013).

2.5 EUPHORBIA INGENS

La Euphorbia Ingens es una planta nativa del sur de Africa, se encuentra
principalmente en las partes de sabanas. Este arbol es de gran tamafo con una
copa ramificada y tiene un tallo principal con una estructura radicular extendida
(figura 2) (VAN DER LINDE et al., 2017). Esta planta prefiere areas calidas y puede
sobrevivir en areas que tienen grandes periodos de sequia y en afloramientos

rocosos.
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Figura 2. Imagen de la especie Euphorbia ingens

Fuente: (DAVISON, 2021).

El latex vegetal es encontrado en mas de 20.000 especies de plantas. Este
es un fluido que se encuentra en la planta y su coloracion puede variar de colores
como: blanco, amairillo, rojo y incoloro. En varias especies el latex contiene una gran
variedad de compuestos bioactivos. Las especies de plantas del género Euphorbia
han sido ampliamente estudiadas debido a sus potenciales aplicaciones
medicinales. Se ha puesto especial atencién en el latex de estas plantas, ya que se
cree que contiene diversos compuestos con propiedades medicinales (BENJAMAA
et al., 2022).

Euphorbia ingens es una especie perteneciente a la familia Euphorbiaceae, la
cual engloba una diversidad de plantas que producen latex (ROSS et al., 2004). El
latex de la planta Euphorbia ingens ha sido tradicionalmente utilizado para
aplicaciones topicas en el tratamiento de Ulceras, canceres externos y purgantes
(SAGBO et al., 2021).
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3. JUSTIFICATIVA

Existe una creciente demanda de nuevos tratamientos eficaces para la
mejora de la cicatrizacion de heridas, ya que muchas de ellas, como las heridas
cronicas y de lenta cicatrizacidon, no siguen el proceso de curacion normal, lo que
genera una carga economica significativa para los sistemas de salud y la sociedad.
El latex de la planta Euphorbia ingens se ha utilizado tradicionalmente como
tratamiento para varias enfermedades, incluyendo ulceras epiteliales. Sin embargo,
aun existen pocos estudios cientificos que investiguen su capacidad cicatrizante en
heridas. Los resultados de este estudio contribuiran a la busqueda de nuevos
medicamentos derivados de plantas medicinales, los cuales podrian actuar en
mecanismos especificos de la cicatrizacion de heridas, como el estimulo de la

angiogénesis, migracion celular o la proliferacion celular.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Analizar los efectos del latex de la planta Euphorbia ingens en las lineas
celulares fibroblastos y células endoteliales microvasculares del cerebro
humano, utilizando un modelo in vitro como representacion del proceso de

cicatrizacion.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Analizar la capacidad de estimulo de proliferacion celular del latex de
Euphorbia ingens en las dos lineas celulares.
- Evaluar los efectos morfolégicos del latex de Euphorbia ingens, en el
citoesqueleto y nucleo de las células
- Analizar el estimulo de migracion celular del latex de Euphorbia ingens en un

modelo de cultivo celular in vitro.
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5. METODOLOGIA

5.1 OBTENCION DEL LATEX DE EUPHORBIA INGENS

Para la obtencion del latex de la Euphorbia ingens primeramente, se
recolectd el latex directamente de los tallos en el mes de octubre del 2023 y
después se hizo otra colecta en febrero del 2024 mediante el uso de una jeringa
estéril. El latex se pesd con precision, se disolvio con medio DMEM (Dubelco’s
Modified Minimal Essential Medium) (VitroCell, Brasil). La solucién fue almacenada
en el refrigerador a 4°C. Seguidamente, se realizdé 8 diluciones a partir de esta
concentracion, las cuales fueron 5 mg/mL, 2.5 mg/mL, 1.25 mg/mL, 0.625 mg/mL,
0.3125 mg/mL, 0.15625 mg/mL, 0.078125 mg/mL y 0.0390625 mg/mL para su uso

en los experimentos posteriores.

5.2 CULTIVO DE CELULAS

Los linajes fibroblastos MRC-5 y células endoteliales microvasculares del
cerebro humano (HBMEC) fueron obtenidos del Laboratorio de Biotecnologia
aplicada a la Salud de la UNILA. Las células fueron cultivadas en medio de cultivo
DMEM (VitroCell, Brasil), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1%
de penicilina/estreptomicina (100 U/mL de penicilina y 100 upg/mL de
estreptomicina). El frasco se ubico en la estufa en condiciones de cultivo estandar
(37 °C, 5% de CO2 y 95% de aire humidificado). El crecimiento del cultivo fue

supervisado cada 3 dias.

5.3 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Para determinar la citotoxicidad, se realiz6 el ensayo de bromuro de
3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (Sigma- Aldrich, EEUU). Se aplico
el latex de E. ingens en el linaje celular de células endoteliales microvasculares del
cerebro humano (HBMEC) y la linea celular de fibroblastos (MRC-5). Se verifico la
viabilidad de las células, se llevd a cabo el recuento celular para determinar su
densidad por mililitro de medio. Tanto el linaje celular HBMEC como el MRC-5 se

llevaron al flujo laminar y se descart6 el medio. A continuacion, se lavaron dos veces
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con 3 ml de PBS durante 3 minutos y se descart6 el PBS. Posteriormente, se afadio
1ml de tripsina y se dejo durante 5 minutos en la estufa para que las células se
despegaron del frasco. Luego, se anadieron 3 ml de medio para suspender

nuevamente.

Después, se traslado todo a un tubo falcon de 15 ml y se centrifugdé durante
10 minutos a 1.200 rpm. A continuacién, se descarté el liquido y se resuspendio el
precipitado en 1 ml de medio, y se trasladé a un microtubo. Seguidamente, se tomé
10 pl del microtubo con una pipeta y se mezclaron con 10 ul de azul de tripan. Este
analisis se realizd con colorante azul de tripan y fue utilizado la camara de

Neubauer, para asi diferenciar entre células viables y células no viables.

Después de realizar el ensayo de viabilidad celular, se realizé el sembrado de
las células en placas de 96 pocillos con una concentracion de 1x104 células/pocillo
y 50 pl de medio DMEM suplementado con 0,5% de SFB. La placa se incubé a 37
°C durante 24 h para una fijacion éptima de lineas adherentes. Posteriormente, las
células fueron tratadas con concentraciones del compuesto de prueba que se
obtuvieron de las 8 diluciones (5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,625 mg/mL,
0,3125 mg/mL, 0,15625 mg/mL, 0,078125 mg/mL y 0,0390625 mg/mL). Cada
concentracion se realiz6 6 veces y se incubd por 24 horas. A las 24 horas, se
agregaron 10 uL de MTT (5 mg/mL) en cada pocillo con una incubacion a 37°C y un
tiempo de 4 horas. Cuando finaliz6 la incubacion, se eliminé el medio con MTT y se
agrego 100 uL de DMSO (Sigma-Aldrich, EEUU) a cada pocillo para solubilizar los
cristales de formazan mediante incubacion durante 15 min a temperatura ambiente.
El valor de absorbancia por pozo se determin6é a través del lector de placas (
LOCCUS LMR-96) a 492 nm y 630 nm.

Para el control de los pozos sin tratamiento se colocé 50 pL de medio
completo y el control negativo recibi6 DMSO al 20% para obtener la muerte celular.
Los datos obtenidos de absorbancia se transformaron en el porcentaje utilizando
como referencia los controles negativos, los cuales fueron considerados viables, con

eso se hizo una curva de viabilidad celular en funcién a la concentracion.
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Los resultados de viabilidad celular obtenidos en los ensayos MTT se
utilizaron para calcular el IC50 de las células tratadas, que expresa citotoxicidad por
la concentracién de la muestra que inducira la inhibicién celular en el 50% de las
células. EI IC50 se calcul6 a partir de una curva de regresiéon no lineal donde el gje
X consistira en las concentraciones de tratamiento en una escala logaritmica y el eje

Y los porcentajes de viabilidad celular.

5.4 ENSAYO DE CICATRIZACION

Las células endoteliales microvasculares del cerebro humano (HBMEC) se
cultivaron en una placa de 24 pozos con una concentracion de 2,5 x 105 células. Se
agregaron medios suplementados con SFB y penicilina/estreptomicina, y se incubo
durante 24 horas a 37°C y 5% de CO2. Una vez que el cultivo alcanzé la confluencia
completa, se realizd una incision en la capa celular utilizando una punta de pipeta
plastica esterilizada. A continuacién, se realizaron dos lavados con medio y se tomé

una fotografia utilizando un microscopio invertido(Carl Zeiss, Thornwood, NY, EUA).

Después, se aumentd el porcentaje de SFB en el medio para favorecer la
migracion celular y fue aplicado las concentraciones (5 mg/mL, 2.5 mg/mL) del latex
de la Euphorbia ingens . Se realizaron analisis peridédicos de 12h y 24h en el
microscopio invertido (Nikon Instrument, Japdén) de los cultivos para registrar la
estimulacién de las células por parte de los tratamientos investigados. Todos los
procedimientos mencionados anteriormente se llevaron a cabo en duplicado. Las
fotos tomadas en los tiempos 12h y 24h fueron tratadas con el programa imageJ fiji

64 para calcular el area de reduccién en pixels de cada cicatriz.

5.5 ANALISIS MORFOLOGICO DEL CITOESQUELETO Y NUCLEO DE LAS
CELULAS.

Para determinar posibles alteraciones causadas por el latex de Euphorbia
ingens, en la morfologia de las lineas celulares (MRC-5) y (HBMEC), se evalud6 y

examino cualquier cambio en la morfologia de las lineas celulares mencionadas.
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Las células se cultivaron en una concentracién de 2 x 1075 células por pozo
en una placa de 6 pozos (12-well Cell Culture Plate, Biofil®) que contenia
cubreobjetos circulares. La placa se incubd durante 24 horas a 37°C. Después de
este tiempo, se retird0 el medio de cultivo y se afadieron 1,5 mL de las
concentraciones predefinidas de los tratamientos en cada pozo. Después de
transcurrir otras 24 horas, se elimindé el medio de cultivo y se fijaron las células con
1,5 mL de formaldehido al 4% durante 20 minutos. A continuacién, se permeabilizé
con Triton X-100 en PBS durante 5 minutos. Este proceso de permeabilizacion se

repitio tres veces en total.

Los siguientes pasos fueron realizados en local protegido de luz fuerte.
Posteriormente, las células fueron marcadas con 1 mL por pocillo de la solucion de
marcacion DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole) y faloidina a 2%, después se dejé
en la nevera a una temperatura de 4°C toda la noche. Al dia siguiente, se retir6 el
DAPI y la faloidina y se lavo con una solucién de lavado (PBT) tres veces por pocillo
cada 5 min. La solucién se removié y se anadié PBS para el enjuague de los
pocillos. Y finalmente, se observd en la microscopia de fluorescencia (NIKON
ECLIPSE Ni H550L) por medio de las laminas y cubreobjetos en objetiva de 40x y
10x. Las imagenes fueron tratadas a través del software Imagend fiji 64
(SCHNEIDER et al., 2012). Fue realizado un analisis de particulas en imageJ fiji 64
para cuantificar el tamafo y la intensidad del DAPI en los nucleos de de MRC-5 y
HBMEC para esto se tomaron 5 fotos en cada cubreobjetos de los grupos de control

y tratamientos en el microscopio de fluorescencia a 10x de objetiva.

5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la significancia estadistica de los datos obtenidos en el ensayo
de citotoxicidad y determinar el IC50, se empled el software GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, EEUU). Asimismo, este mismo programa se utilizd para
determinar la reduccion significativa del area en el ensayo de migracion en cada
grupo, utilizando el método de ANOVA de dos vias para comparaciones multiples de
los grupos. De manera similar, en el ensayo de fluorescencia, se utilizé el programa

para evaluar la significancia de las diferencias en tamano e intensidad del marcador
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DAPI en los nucleos de ambas lineas celulares, realizando un analisis estadistico
mediante ANOVA de una via.
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6. RESULTADOS

6.1 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Se evalud la citotoxicidad del latex de Euphorbia ingens en la linea celular
HBMEC y MRC-5 mediante el ensayo MTT. El propdsito era determinar el grado de
viabilidad de las células expuestas al compuesto de prueba en todos los pozos de la
placa. Como se muestra en la Figura 3 , el ensayo se realizé sextuplicata y se
utilizaron 8 concentraciones diferentes obtenidas a partir de una dilucién seriada.
Estas concentraciones fueron las siguientes (de mayor a menor): 5 mg/mL, 2,5
mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,625 mg/mL, 0,3125 mg/mL, 0,15625 mg/mL, 0,078125
mg/mL y 0,0390625 mg/mL. Estas concentraciones se aplicaron de izquierda a
derecha en orden decreciente. Los controles positivo y negativo corresponden a las

dos ultimas columnas.

Figura 3 - Placas de 96 pozos utilizadas para el ensayo de MTT en las células HBMEC y MRC-5.

Nota: Todas las concentraciones del latex de euphorbia ingens utilizadas en ambos experimentos se dejaron en
cada pozo durante 24h. Las concentraciones en cada columna en los dos experimentos fue: 1 (6 mg/mi), 2 (2.5
mg/ml), 3 ( 1.25 mg/ml), 4 (0.625 mg/ml ) 5 (0.3125 mg/ml), 6 (0.15625 mg/mi), 7 (0.078125 mg/ml) y 8
(0.0390625 mg/ml) C+ (sin tratamiento), C- (20% DMSO). En el dltimo pozo del C+ se puede ver un color mas
oscuro debido a la contaminacion. Fuente: Del autor.

Versdo Final Honol ogada
02/ 05/ 2024 10: 03



31

Para obtener los valores de la viabilidad celular de cada una de las columnas
tratadas con el tratamiento y de controles se realizé la lectura de la placa en el
espectrofotometro. La absorbancia de cada pozo fue determinada por su intensidad
de color (Tabla 1y 2).

Tabla 1. Valores de viabilidad celular (%) HBMEC.

Concentraciones Media Desvio Estandar
(mg/mL)

5 mg/mL 78,39 20,1
2.5 mg/mL 87,56 12,76
1.25 mg/mL 99,91 12,56
0.625 mg/mL 90,51 14,87
0.3125 mg/mL 94,31 8,91
0.15625 mg/mL 101,44 4,06
0.078125 mg/mL 92,69 11,9
0.0390625 mg/mL. 100,35 15,91
Control sin 100 15,3
Tratamiento
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Tabla 2. Valores de viabilidad celular (%) MRC-5.

Concentraciones Media Desvio Estandar
(mg/mL)

5 mg/mL 91,54 5,17
2.5 mg/mL 96,29 10,14
1.25 mg/imL 98.1 9,73
0.625 mg/mL 81.55 3.45
0.3125 mg/mL 86,62 3,72
0.15625 mg/mL 90 5,66
0.078125 mg/mL 86,76 10,57
0.0390625 mg/mL. 90,33 416
Control sin 83,33 41,48
Tratamiento

Los resultados del ensayo de MTT mostraron que las células HBMEC vy
MRC-5 cuando estan en presencia del latex de Euphorbia ingens no tienen un
aumento en la viabilidad celular en relacion al control sin tratamiento. Como
podemos ver en las Figuras 4 y 5 , se muestra que en ninguna de las 8

concentraciones hubo un aumento significativo en la viabilidad celular.
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Figura 4 - Analisis de la viabilidad celular por ensayo de MTT en MRC-5 al ser tratados con distintas

concentraciones del latex de euphorbia ingens.
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Figura 5 - Andlisis de la viabilidad celular por ensayo de MTT en HBMEC al ser tratados con distintas

concentraciones del latex de euphorbia ingens .
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La curva de crecimiento muestra que el latex de Euphorbia Ingens en todas
sus concentraciones testadas no presentd un efecto toxico en HBMEC y MRC-5 , en
el analisis estadistico hecho en el programa GraphPad Prism 8, no fue encontrado

IC50 para ninguno de los dos experimentos.
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6.2 ENSAYO DE CICATRIZACION
Se llevdé a cabo un ensayo de cicatrizacion utilizando células HBMEC en
cultivo in vitro. Se seleccionaron las dos primeras concentraciones altas de latex,

dado que ninguna de ellas mostr6 efectos toxicos en el ensayo de viabilidad celular
mediante MTT.

Figura 6- Fotografias de la cicatriz realizada en células HBMEC sin tratamiento(CT).

CcT
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12h

24h

Nota: El Grupo A consta de dos repeticiones en el tiempo 0, mientras que el Grupo B comprende dos
repeticiones tomadas después de 12 horas y el grupo C corresponde a dos repeticiones tomadas después de
24h .
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Figura 7 - Fotografias de la cicatriz realizada en células HBMEC con presencia de la T1(5 mg/ml).
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Nota: El Grupo A consta de dos repeticiones en el tiempo 0, mientras que el Grupo B comprende dos
repeticiones tomadas después de 12 horas y el grupo C corresponde a dos repeticiones tomadas después de
24h .
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Figura 8 - Fotografias de la cicatriz realizada en células HBMEC con presencia de la T2(2.5 mg/ml).
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Nota: El Grupo A consta de dos repeticiones en el tiempo 0, mientras que el Grupo B comprende dos
repeticiones tomadas después de 12 horas y el grupo C corresponde a dos repeticiones tomadas después de
24h .

Se calcularon los valores de reduccidén de area de cada cicatriz en CT, T1y
T2. La Tabla 3 muestra que después de 12 horas, la reduccién de area en las
cicatrices con el tratamiento de latex no mostré una gran diferencia con el control.
Sin embargo, pasadas las 24 horas, se puede observar una diferencia en la
reduccion en T2 y T1, siendo estas mas altas que en CT. Especialmente, T1 mostrd
un area de reducciéon considerablemente mas alta que CT. Las cicatrices fueron

analizadas con el programa ImageJ fiji 64.
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Tabla 3 - Valores de las reducciones en pixels de areas en las cicatrices realizadas en CT, T1(5 mg/ml)y T2(2.5

mg/ml).

Grupo Oh Area 12h Area Reduccién | 24h Area Reduccién

de Area % de Area %
CT1 1696925 1241957 26,81% 929452 45,22%
CT2 1815061 1360078 25,06% 1309718 27,84%
Média 25,93% 36,53%
T1 1299763 905479 30,33% 98572 92,94%
T1 1392776 944952 32,15% 91731 92,92%
Média 31,16% 92,94%
T2 1678942 1103871 34,25% 599076 64,31%
T2 1657459 130588 20,02% 987514 40,42%
Média 27,13% 52,36%

A partir de los resultados de reduccion de area de la Tabla 3, se llevo a cabo
un analisis estadistico de comparaciones multiples entre los grupos CT, T1y T2 en
dos momentos diferentes: 12 horas y 24 horas (Figura 9). Este analisis se realiz6

utilizando el software Prism 8

Figura 9 - Anadlisis estadistico de los porcentajes de reduccion de area después 12h y 24h con tratamiento.
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Nota: cada grupo tiene su barra de error que representa la desviacion estandar ().
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Los resultados indicaron que, después de 12 horas, no hubo diferencias
importantes en cuanto se redujo el area entre los diferentes grupos. Sin embargo,
después de 24 horas, se observaron diferencias significativas entre el grupo de
control (CT) y el grupo de tratamiento T1 (p = 0.0032), asi como entre los grupos de
tratamiento T1 y T2 (p = 0.0166). Pero no se encontraron diferencias significativas
entre el grupo de control (CT) y el grupo de tratamiento T2 en el punto temporal de
24 horas.

6.3 ANALISIS MORFOLOGICO DEL CITOESQUELETO Y NUCLEO DE LAS
CELULAS.

Se realizé un ensayo de fluorescencia utilizando las lineas celulares MRC-5 y
HBMEC, empleando DAPI para marcar el nucleo de las células y faloidina para las
fibras de actina del citoesqueleto. Dado que las concentraciones de T1 y T2 no
demostraron toxicidad en el ensayo MTT, se procedié con este experimento para
analizar con mayor detalle el efecto del latex de Euphorbia Ingens en ambas lineas

celulares.

En el grupo de control de HBMEC y MRC-5, se observd un nucleo con una
estructura normal, aunque dentro del mismo se identificaron posibles cuerpos
apoptoticos marcados con DAPI; ademas, el citoesqueleto mostré una estructura
uniforme en ambas células. Las células tratadas con los compuestos T1y T2, tanto
en HBMEC como en MRC-5, presentaron la presencia de cuerpos apoptéticos en
los nucleos, acompafnados de una deformacion mas ramificada en el citoesqueleto
en comparacion con el grupo de control, donde se mantuvo una morfologia mas

uniforme.
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Figura 10 - Analisis morfologico del nucleo y citoesqueleto de las células HBMEC sin tratamiento (CT).

Nota: Las fotografias fluorescentes 1, 2 y 3 de la Figura 10 son de la linea celular HBMEC, sin tratamiento.
Estas fueron marcadas con DAPI para la marcacion nuclear (azul) y faloidina para la marcacién de las fibras de
actina (verde). Todas las imagenes estan superpuestas y capturadas con una lente de 40x. Las flechas blancas

sefialan la presencia de cuerpos circulares en los nucleos, y las flechas rojas sefialan una estructura uniforme

del citoesqueleto.

Versao Final Honol ogada
02/ 05/ 2024 10: 03



40

Figura 11 - Analisis morfoldgico del nucleo y citoesqueleto de las células HBMEC con el T1 (6 mg/ml).

Nota: Las fotografias fluorescentes 1, 2 y 3 de la Figura 11 son de la linea celular HBMEC, tratadas con el latex
de Euphorbia ingens. Estas fueron marcadas con DAPI para la marcacion nuclear (azul) y faloidina para la
marcacion de las fibras de actina (verde). Todas las imagenes estan superpuestas y capturadas con una lente
de 40x. Las flechas blancas sefalan la presencia de cuerpos circulares en los ntcleos, y las flechas rojas

sefialan una estructura ramificada del citoesqueleto.
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Figura 12 - Analisis morfologico del nucleo y citoesqueleto de las células HBMEC con el T2(2.5 mg/ml).

Nota: Las fotografias fluorescentes 1, 2 y 3 de la Figura 12 son de la linea celular HBMEC, tratadas con el latex
de Euphorbia ingens. Estas fueron marcadas con DAPI para la marcacion nuclear (azul) y faloidina para la
marcacion de las fibras de actina (verde). Todas las imagenes estan superpuestas y capturadas con una lente
de 40x. Las flechas blancas sefalan la presencia de cuerpos circulares en los ntcleos, y las flechas rojas

sefialan una estructura ramificada del citoesqueleto.
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Figura 13 - Andlisis estadistico del tamafio de area y intensidad del Dapi en los nucleos de células HBMEC en

presencia de tratamiento (T1, T2).
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Nota: cada grupo tiene su barra de error que representa la desviacion estandar ().

Los resultados indicaron que hay diferencias significativas en la intensidad
del marcador DAPI entre el grupo control (CT) y los grupos de tratamiento (T1y T2),
en ambos casos (p < 0.0001), confirmando que la intensidad del DAPI es mas alta
en los grupos T1 y T2. Asimismo, los resultados del analisis estadistico de los
tamafos de los nucleos mostraron que hay diferencias significativas en ambos
casos (p < 0.0001) entre el grupo control (CT) y los grupos de tratamiento (T1y T2),

confirmando que los tamafos de los nucleos son mas altos en los grupos T1y T2.
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Figura 14 - Anadlisis morfologico del nucleo y citoesqueleto de las células MRC-5 sin tratamiento (CT).

3

Nota: Las fotografias fluorescentes 1, 2 y 3 de la Figura 14 son de la linea celular MRC-5, sin tratamiento. Estas
fueron marcadas con DAPI para la marcacion nuclear (azul) y faloidina para la marcacién de las fibras de actina
(verde). Todas las imagenes estan superpuestas y capturadas con una lente de 40x. Las flechas blancas
sefialan la presencia de cuerpos circulares en los nucleos, y las flechas rojas sefialan una estructura uniforme

del citoesqueleto.
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Figura 15 - Analisis morfologico del nucleo y citoesqueleto de las células MRC-5 con el T1 (5 mg/ml).

3

Nota: Las fotografias fluorescentes 1, 2 y 3 de la Figura 15 son de la linea celular MRC-5, tratadas con el latex
de Euphorbia ingens. Estas fueron marcadas con DAPI para la marcacion nuclear (azul) y faloidina para la
marcacion de las fibras de actina (verde). Todas las imagenes estan superpuestas y capturadas con una lente
de 40x. Las flechas blancas sefalan la presencia de cuerpos circulares en los ntcleos, y las flechas rojas

sefialan una estructura ramificada del citoesqueleto.
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Figura 16 - Analisis morfologico del nucleo y citoesqueleto de las células MRC-5 con el T2 (2.5 mg/ml).

3

Nota: Las fotografias fluorescentes 1, 2 y 3 de la Figura 16 son de la linea celular MRC-5, tratadas con el latex
de Euphorbia ingens. Estas fueron marcadas con DAPI para la marcacion nuclear (azul) y faloidina para la
marcacion de las fibras de actina (verde). Todas las imagenes estan superpuestas y capturadas con una lente
de 40x. Las flechas blancas sefalan la presencia de cuerpos circulares en los ntcleos, y las flechas rojas

sefialan una estructura ramificada del citoesqueleto.
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Figura 17 - Analisis estadistico del tamafio de area y intensidad del Dapi en los nucleos de células MRC-5 en

presencia de tratamiento (T1, T2).
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Nota: cada grupo tiene su barra de error que representa la desviacion estandar ().

Los resultados muestran que hay diferencias notables en la intensidad del
marcador DAPI entre el grupo control (CT) y los grupos de tratamiento (T1 y T2).
Cuando comparamos CT con T1, la diferencia fue muy significativa (p < 0.0001), y
también fue notable entre CT y T2 (p < 0.0096), lo que confirma que la intensidad

del DAPI es mas alta en T1 y mas baja en T2.

Ademas, al analizar los tamafos de los nucleos, encontramos diferencias
significativas en ambos casos. La diferencia entre CT y T2 fue muy marcada (p <
0.0001), y también fue notable entre CT y T2 (p < 0.0060), confirmando que los
tamafos de los nucleos son mas grandes en T1 y mas pequefios en T2 en

comparacion con el grupo control.
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7. DISCUSION

La reparacion de la piel después de una herida es un proceso altamente
complejo que demanda una precisa coordinacion entre diversos tipos de células en
secuencias especificas. Por tanto, la reparacién de la piel se encuentra entre los
procesos mas complejos del cuerpo humano (RODRIGUEZ et al., 2019). En las
heridas, la angiogénesis desempefia un papel crucial en la cicatrizacion normal. Se
requieren nuevos capilares para transportar nutrientes, células inmunitarias y
oxigeno a las heridas en proceso de curaciéon (DIPIETRO et al., 2016). Varios
estudios indican que una respuesta angiogénica robusta es necesaria para una

cicatrizacion adecuada de las heridas.

Segun un estudio de la OMS, aproximadamente el 80% de la poblacién
mundial recurre a la medicina tradicional, siendo los extractos de plantas y sus
compuestos activos los mas utilizados. Las plantas muestran un amplio espectro de
fitoquimicos bioactivos, categorizables en las familias de alcaloides, carotenoides,
compuestos fenolicos, esteroides, flavonoides, saponinas, taninos y terpenoides.
Estos compuestos actuan en diferentes fases del proceso de cicatrizacion de
heridas a través de diferentes mecanismos y muestran efectos antiinflamatorios,
antimicrobianos y antioxidantes, mientras estimulan la sintesis de colageno, la
proliferacion celular y la angiogénesis (CEDILLO-CORTEZANO et al., 2024).

La Euphorbia Ingens pertenece a un género de plantas con potencial
terapéutico para una gran gama de problemas de salud como el tratamiento de
heridas y quemaduras. El latex de las plantas del género euphorbia esta compuesto
por diferentes componentes, siendo el mas abundante los terpenoides, no obstante,
también tiene compuestos fendlicos, alcaloides, saponinas y flavonoides extraidos
del latex de estas especies, los cuales han sido en su mayoria pasados por alto,
restringiendo asi la variedad de aplicaciones potenciales de dicho latex (BENJAMAA
et al., 2022).

Los resultados del experimento del ensayo de MTT demostraron que el latex

de Euphorbia ingens no tuvo efecto téxico en las células HBMEC y MRC-5 en
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ninguna de las 8 concentraciones probadas. Sin embargo, tampoco se observé un
aumento significativo en la proliferacion celular en comparacion con el grupo de
control. Estos hallazgos son consistentes en cierta medida con los de Espejo
Chamby (2022), quien también encontré que el latex de Euphorbia ingens no fue
toxico y mostr6 un aumento en la viabilidad celular en MRC-5, aunque no se
observaron diferencias significativas(ESPEJO CHAMBY, 2022). Ademas, la dilucién
utilizada en este estudio del latex con medio de cultivo DMEM podria respaldar las
afirmaciones de OKPAKO et al. (2023), quienes sefalaron que el latex se considera
peligroso, pero que, cuando se procesa correctamente, puede ser utilizado
(OKPAKO et al., 2023).

En el ensayo de cicatrizacidon realizado exclusivamente con la linea celular
HBMEC, se observo que la reduccion de area no fue significativa en los primeros 12
horas en ninguno de los grupos de tratamiento (T1, T2). Sin embargo, después de
24 horas, el grupo T1 mostrdé un porcentaje de reduccion de area estadisticamente
significativo en comparacién con el grupo sin tratamiento, ademas de una diferencia
significativa en comparacién con el grupo T2. Estos resultados sugieren que el latex
de Euphorbia Ingens en una concentracion de 5 mg/ml estimula la migracion celular
en las células HBMEC.

En estudios anteriores, PIJUAN et al. (2019) destacaron la importancia de la
migracion celular como un proceso esencial para que las células alcancen su
posicion adecuada y cumplan su funcion (PIJUAN et al., 2019). Considerando que el
latex de Euphorbia Ingens esta compuesto por diversos componentes, es plausible
que alguno de ellos haya sido responsable de inducir los cambios observados en las
células HBMEC para promover la migracion celular en nuestro experimento. Por lo
tanto, seria pertinente realizar investigaciones adicionales para identificar qué
compuestos especificos del latex son responsables de esta estimulacion de la
migracion celular, asi como para evaluar si estos compuestos, una vez aislados,
inducen una migracion celular mas significativa en un periodo de tiempo similar o

mas corto.

A pesar que en este trabajo no se realiz6 en ensayo en las MRC-5, en el

estudio de Espejo Chamby, (2022), se demostré que utilizando las concentraciones
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de 11,6 y 5,8 mg/mL de latex de Euphorbia Ingens, no hubo diferencia significativa
en las reducciones de area de ambas concentraciones (ESPEJO CHAMBY, 2022).
Sin embargo, es crucial tener en cuenta dos aspectos que difieren de nuestro
estudio. En primer lugar, en el experimento de Espejo Chamby, el latex fue diluido
en PBS en lugar de DMEM, lo cual podria influir en los resultados debido a las
diferentes composiciones de los ambos medios. En segundo lugar, las
concentraciones utilizadas en su estudio difieren notablemente de las que nosotros
empleamos, siendo una de ellas considerablemente mayor y la otra 0,8 mg/mL a
mas. Estas diferencias vuelven interesante la realizaciéon de un futuro experimento
con nuestros parametros para determinar si también hay una reduccion de area

significativa en la cicatriz como en las células HBMEC.

Los resultados de fluorescencia mostraron que en las células HBMEC y
MRC-5 con los T1 y T2 presentaron una estructura del citoesqueleto con un formato
mas ramificado con varias protuberancias a diferencia de las células sin tratamiento.
Estos resultados podrian indicar la formacion de extensiones como filopodios y
lamelipodios los cuales segun el estudio de MICHAELIS (2014), son estructuras
celulares clave en la migracion celular. Los filopodios son proyecciones delgadas y
largas que exploran el entorno, detectan sefales y guian la direccién de migracion,
como en la formacién de vasos sanguineos. Mientras tanto, los lamelipodios,
extensiones planas con filamentos de actina, facilitan la protrusién, traccion y
desplazamiento celular al adherirse al sustrato, abriendo camino en la migracion
colectiva de células. Ambas estructuras contribuyen a la eficacia y direccion del
movimiento celular (MICHAELIS, 2014). Para interpretar mejor estos resultados, es
necesario hacer mas estudios futuros que confirmen que las protuberancias
presentadas en nuestro ensayo de fluorescencia en las células HBMEC y MRC-5 si

son formaciones de filopodios y lamelipodios.

En el analisis de fluorescencia del nucleo de las células HBMEC y MRC-5 se
observé la presencia de cuerpos circulares marcados con Dapi en los nucleos, tanto
en los grupos de tratamiento (T1, T2) como en el grupo sin tratamiento. Estos
hallazgos podrian coincidir con la observaciéon de estructuras circulares, descritas
como cuerpos apoptoéticos, realizada por SALEK et al. (2023), quienes también las

han caracterizado como sintomas de apoptosis (SALEK et al., 2023). Sin embargo,
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es importante resaltar que la presencia de estos cuerpos circulares en los nucleos
no parece estar exclusivamente vinculada al tratamiento con latex de Euphorbia
ingens, ya que también se observaron en el grupo de control. Esto sugiere que
podrian existir otros factores contribuyentes a la formacion de cuerpos apoptéticos,
aparte del latex de Euphorbia ingens. Por lo tanto, es importante considerar otros
posibles desencadenantes o factores contribuyentes en lugar de atribuir
exclusivamente la presencia de cuerpos apoptoticos al tratamiento con latex. Este
hallazgo destaca la necesidad de llevar a cabo mas investigaciones para identificar
si estos cuerpos realmente son apoptéticos. Ademads, es importante verificar
también qué factores podrian estar involucrados en la formacién de estos cuerpos

circulares en ambos grupos, tanto tratados como no tratados.

En el analisis de la intensidad del Dapi en HBMEC los nucleos mostrd
diferencias significativas entre el grupo control (CT) y los grupos de tratamiento (T1
y T2), Cuando comparamos CT con T1 y T2, en ambos mostraron la misma
diferencia la cual fue muy significativa (p < 0.0001), esto confirma que la intensidad
es mas grande en T1 y T2. Ademas, al analizar los tamafos de los nucleos,
encontramos diferencias significativas iguales en ambos casos, con valores de p
muy bajos (p < 0.0001) confirmando que los tamafios de los nucleos son mas
grandes en T1 y T2. Sin embargo, es importante destacar que también se observo
una gran variabilidad dentro de los grupos de tratamiento y control, indicada por la
alta desviacion estandar en las mediciones. Por lo tanto, aunque los resultados
sugieren diferencias entre los grupos de tratamiento y el grupo control, es dificil

atribuir estas diferencias exclusivamente al latex de Euphorbia ingens.

En las MRC-5 los resultados también muestran diferencias significativas en
la intensidad del marcador DAPI entre el grupo control (CT) y los grupos de
tratamiento (T1 y T2). Cuando comparamos CT con T1, la diferencia fue muy
significativa (p < 0.0001), y también fue notable entre CT y T2 (p < 0.0096), lo que
confirma que la intensidad del DAPI es mas alta en T1 y mas baja en T2. Ademas,
al analizar los tamafios de los nucleos, encontramos diferencias significativas en
ambos casos. La diferencia entre CT y T1 fue muy marcada (p < 0.0001), y también

fue notable entre CT y T2 (p < 0.0060), confirmando que los tamafios de los nucleos
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son mas grandes en T1 y mas pequeiios en T2 en comparacion con el grupo
control. De igual manera que en el analisis de las HBMEC en las MRC-5 se observo
una gran variabilidad dentro de los grupos de tratamiento y control, mostrada por
una alta desviacion estandar en las mediciones. Entonces, aunque los resultados
sugieren diferencias entre los grupos de tratamiento y el grupo control, es dificil

atribuir estas diferencias exclusivamente al latex de Euphorbia ingens.

En resumen, al analizar los nucleos de HBMEC y MRC-5, si bien se observan
diferencias significativas entre los grupos de tratamiento y el grupo control, la
notable variabilidad dentro de los grupos de tratamiento sugiere la necesidad de una
mayor exploracion para comprender completamente las causas subyacentes de
estas diferencias y garantizar la precision de las conclusiones. Esta variabilidad
podria ser atribuida a diversos factores, como la heterogeneidad de cada muestra,
la sensibilidad del ensayo, la calidad de las imagenes capturadas, el método de
analisis utilizado en el programa ImagedJ fiji 64, y la posible influencia de otros
factores desconocidos en cada ensayo de fluorescencia. Por lo tanto, es esencial
considerar cuidadosamente estos aspectos al interpretar los resultados y no
suponer que el latex de Euphorbia ingens es el unico responsable de las diferencias

observadas en el tamafio de los nucleos y la cantidad de ADN marcado por el DAPI.

Por ultimo, es importante mencionar que el latex de Euphorbia Ingens es un
compuesto bastante lechoso, lo que hace que, después de colocarlo en los pozos,
aparente un color muy similar al del DMEM contaminado por esta razon la mezcla
del DMEM vy el latex dificulta la diferenciacion entre los pozos que estan
contaminados o no. Esta apariencia lechosa también dificulto el analisis de las fotos
en Imaged en el momento del analisis de la foto ya que es dificil observar
correctamente la herida. Por lo tanto, estas limitaciones pueden comprometer la
precision de los resultados, por este motivo es importante abordar estas limitaciones
para los futuros experimentos y asi para garantizar la precision y validez de los

resultados.
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8. CONCLUSION

Este estudio sugiere que el latex de Euphorbia Ingens podria tener un efecto
estimulante en la migracion celular en células HBMEC, lo cual podria ser relevante
en el contexto de la cicatrizacion de heridas. Aunque no observamos efectos
significativos en la proliferacion celular, la estimulacion de la migracion celular podria
ser un aspecto crucial para acelerar el proceso de cicatrizacion. Sin embargo, es
importante reconocer las limitaciones de nuestro estudio y la necesidad de una
mayor investigacion con experimentos mas estandarizados y precisos para validar
estos resultados, incluida la identificacion de los componentes especificos del latex

responsables de los efectos observados.
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