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RESUMEN

Desde la antigliedad, el hombre ha utilizado plantas y sus derivados para tratar diferentes dolencias.
Recientemente, numerosos estudios cientificos han confirmado la validez quimica de estas hierbas
medicinales y es asi que la mayoria de los farmacos son de origen natural. En consonancia con esto, se
ha demostrado que los extractos y compuestos de Croton urucurana (Sangre de drago), una especie que
crece en nuestra regién, posee actividades antimicrobiana, antiviral, antitumoral, citotoxica,
inmunomoduladora, analgésica, antioxidante, antiinflamatoria, hemostatica y antitrombdtica. Asi, en
este trabajo se evalud la actividad citotdxica del latex de Croton urucurana sobre células de origen
tumoral como las Caki-1 (carcinoma renal de células claras) y células no tumorales como las Hek-293
(células embrionarias renales). Para ello, se realizaron experimentos de tiempo de duplicacidn y ensayos
de viabilidad celular. Los resultados demostraron curvas diferentes comportamientos, incluyendo
distintas curvas de duplicacidn, concordantes con la naturaleza celular en cada caso. Asimismo, se
observé la existencia de una relacidon concentracion-tiempo de exposicion a Croton urucurana de las
células, que genera mayor citotoxicidad en las células tumorales a 48 horas de tratamiento en
comparacion con la linea celular control. Estos hallazgos preliminares abren la posibilidad de profundizar
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el estudio del latex de esta planta, particularmente su composicidn, a fin de encontrar un compuesto
antitumoral renal de aplicacion en el futuro mediato.
Palabras clave: carcinoma renal, Croton urucurana, cultivo celular.

SUMMARY

Since ancient times, humans have used plants and their derivatives to treat various ailments. Recently,
numerous scientific studies have confirmed the chemical validity of these medicinal herbs, and thus
most pharmaceuticals are of natural origin. In line with this, it has been demonstrated that the extracts
and compounds from Croton urucurana (Sangre de drago), a species that grows in our region, possess
antimicrobial, antiviral, antitumoral, cytotoxic, immunomodulatory, analgesic, antioxidant, anti-
inflammatory, hemostatic, and antithrombotic activities. In this study, the cytotoxic activity of the latex
obtained from Croton urucurana was evaluated on tumor-derived cells such as Caki-1 (Clear Cell renal
carcinoma) and non-tumor cells such as Hek-293 (Renal Embryonic cells). To this purpose, duplication
time experiments and cell viability assays were conducted. The results showed different duplication
curves and distinct behaviors, consistent with the cellular nature in each case. Additionally, a
concentration-exposure time relationship to Croton urucurana in the cells was observed, which
generates greater cytotoxicity in tumor cells after 48 hours of treatment compared to the control cell
line.

Yes, your sentence is correct and clearly conveys the intended message. However, for improved clarity
and flow, you might consider a slight rephrasing. These preliminary findings open the possibility for
further study of the latex of this plant, particularly its composition, to identify a renal antitumoral
compound for potential future application.
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RESUMO

Desde a antiguidade, o homem tem utilizado plantas e seus derivados para tratar diferentes
enfermidades. Recentemente, numerosos estudos cientificos confirmaram a validade quimica dessas
ervas medicinais e assim, a maioria dos farmacos é de origem natural. Em consonancia com isso, foi
demonstrado que os extratos e compostos de Croton urucurana (Sangue de dragdo), uma espécie que
cresce em nossa regido, possui atividades antimicrobiana, antiviral, antitumoral, citotdxica,
imunomoduladora, analgésica, antioxidante, anti-inflamatdria, hemostatica e antitrombdtica. Assim,
neste trabalho foi avaliada a atividade citotdxica do latex de Croton urucurana sobre células de origem
tumoral, como as Caki-1 (carcinoma renal de Células Claras) e células ndo tumorais, como as Hek-293
(células embrionarias renais). Para isso, foram realizados experimentos de tempo de duplicacdo e
ensaios de viabilidade celular. Os resultados mostraram curvas de duplicacdo diferentes e
comportamentos distintos, concordantes com a natureza celular em cada caso. Ademais, foi observada
a existéncia de uma relagdo concentracdo-tempo de exposicao a Croton urucurana das células, que gera
maior citotoxicidade nas células tumorais a 48 horas de tratamento em compara¢ao com a linha celular
controle. Essas descobertas preliminares abrem a possibilidade de aprofundar o estudo do latex desta
planta, particularmente sua composicdao, a fim de encontrar um composto antitumoral renal de
aplicacdo no futuro imediato.

Palavras-chave: carcinoma renal, Croton urucurana, cultivo celular.
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INTRODUCCION

Desde los inicios de la civilizacién el hombre ha utilizado tanto plantas como sus derivados para tratar
distintos tipos de dolencias. Mediante estudios cientificos acerca de las rutas metabdlicas y metabolitos
vegetales es que ahora entendemos la validez quimica de estas hierbas medicinales tradicionalmente
utilizadas. Estudios recientes concluyeron que el 60% de las drogas contra el cancer y el 75% de las
drogas contra enfermedades infecciosas aprobadas en el periodo 1981-2002 tienen origen natural. A
pesar de ello hubo una disminucién en el uso de productos naturales como materia prima para el
descubrimiento de nuevas drogas [1].

El género Croton (Euphorbiaceae) comprende alrededor de 1300 especies de hierbas, arbustos y arboles
distribuidos en regiones tropicales y subtropicales [2], y tradicionalmente ha sido utilizado por sus
diversas propiedades terapéuticas [3], entre las que se citan la actividad antimicrobiana y antiviral [4]
[5] , la actividad antitumoral y citotdxica de Croton lechleri [6] y de Croton urucurana (5] [7],
inmunomodulatoria [8], analgésica [5], antioxidante [9], antiinflamatoria [10] [8], hemostatica y
antitrombdtica [11].

Respecto a su actividad contra células neopldsicas se ha demostrado la actividad citotéxica de Croton
urucurana contra distintas lineas celulares cancerosas humanas tales como HT-29 (carcinoma de colon
humano), NCI-ADR/RES (adenocarcinoma de ovario), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), PC-03
(carcinoma de prostata humano) y Hep-G2 (carcinoma hepatocelular) [12].

Dado que hasta el presente no se tiene informacién sobre su uso en cancer de rifidn, en este trabajo se
realizd una comparacion en el comportamiento experimental in vitro de células embrionarias control
(Hek-293) y de carcinoma renal de Células Claras (Caki-1) exponiéndolas a la accion biolégica del latex
obtenido de Croton urucurana.

Objetivos
Evaluar la actividad bioldgica citotdxica del latex de Croton urucurana (Sangre de drago) sobre las lineas
celulares Caki-1y Hek-293.

MATERIALES Y METODOS

Se desarrollaron cultivos celulares de las lineas Hek-293 (ATCC CRL-1573), provenientes de rifidn de
embrion humano y Caki-1 (ATCC HTB-46), proveniente de carcinoma renal de células claras, segun
técnicas y procedimientos puestos a punto en nuestro laboratorio [13] [14].

Primeramente, se evalud la capacidad proliferativa de las células determinando sus tiempos de
duplicacién; para ello, las células fueron sembradas en placas de cultivo en cantidades preajustadas y
periddicamente, durante una semana, se realizd el procedimiento de remocidn y recuento celular.
Para evaluar la actividad bioldgica de Croton urucurana, se realizaron sendos subcultivos de las células
Caki-1 y Hek-293 y se adiciond solucién de C. urucurana en concentraciones de 1ug/mL, 5ug/mL y
10ug/mL. Postratamiento se realizaron recuentos a las 24 y 48 horas a fin de evaluar la cinética de
crecimiento celular y la afectacion por el latex de C. urucurana.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software GraphPad Prism.
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RESULTADOS

Velocidad de duplicacion de células caki-1 y hek-293: Las células Caki-1 como las Hek-293 ajustan su
capacidad proliferativa a una ecuacién polinémica de segundo grado del tipo N=at?+bt+N,. Analizando
las curvas de proliferacidon resultantes, las células en cuestién exhibieron diferentes patrones de
proliferaciéon. Asimismo, el aumento en el recuento celular para las Caki-1 fue de 45 veces su numero
inicial, en contraste con las Hek-293 que sélo aumentaron 8 veces (Figura 1).

Evaluacion de la actividad citotdxica del |atex de Croton urucurana: Luego de 24 horas de haber iniciado
el tratamiento sobre las células Caki-1 y Hek-293, se llevd a cabo el recuento en cdmara de Neubauer
tanto en los pocillos controles como en los pocillos tratados a diferentes concentraciones (1, 5y 10
ug/mL) del latex de Croton urucurana. No se observé disminucion en el recuento celular en los pocillos
tratados en comparacion a los controles (sin tratamiento); tampoco se observaron diferencias entre el
control y el control con DMSO (Figuras 2 y 3).

Al cumplirse 48 horas de iniciado el tratamiento con Croton urucurana, se repitié el proceso de recuento
celular en camara de Neubauer en las lineas Caki-1 y Hek-293. A diferencia de lo observado
anteriormente para las células Caki-1, el analisis mediante microscopia dptica invertida denoté una
disminucion en la confluencia celular en los pocillos tratados con mayor concentracion de latex en
comparacion con los controles (Figura 4).

Los resultados del recuento en cdmara de Neubauer mostraron reduccidn significativa (p<0,05) del 38%
y 66% en la viabilidad celular para los pocillos con células Caki-1 tratados a concentraciones de 5 ug/mL
y 10 ug/ml respectivamente, tomando como referencia al control como 100% de viabilidad celular
(Figura 5) [12]. Si bien las medias celulares parecen haber disminuido en los tratamientos de mayor
concentracion de C. urucurana para las células Hek-293, en ningln caso se observaron diferencias
significativas en comparacion con el control.

DISCUSION

Los datos obtenidos para la velocidad de duplicacién de células Caki-1 y Hek-293 respaldan la idea que
las células neoplasicas, como es el caso de las Caki-1, adoptan una capacidad proliferativa
significativamente mas alta en comparacién a las células no tumorales como las Hek-293, y estos datos
se encuentran en concordancia con los hallados por Melana et. al [15], Strupp Christian [16], entre otros.
Las células Caki-1 demostraron tener una fase lag mas prolongada en relacién a las Hek-293, cuyo
recuento duplicé el inicial a las 24 horas de iniciado el ensayo. Por otra parte, las células Caki-1 no
presentaron indicios de fase plateau al momento de finalizacién del ensayo, en contraste con lo ocurrido
con las células Hek-293. Estos resultados se ajustan a lo descripto por Freshney [17], donde las células
no tumorales adoptan un patrén de crecimiento estandar.

La falta de diferencia significativa entre el control y control con DMSO, demuestra que dicha
concentracion de DMSO (solvente usado para disolver el [atex) no compromete la viabilidad celular ni
afecta a los resultados [18]. Los resultados concuerdan con observaciones por microscopia invertida,
mostrando confluenciay distribucidn celular similares. Las desviaciones estandar en el recuento podrian
deberse a la distribucion no homogénea inicial, desprendimiento celular deficiente por accion
enzimdtica (despegue celular para conteo) o formacién de clisters celulares (particularmente
importante en células Hek-293). No obstante, el analisis estadistico en todos los casos muestra una
mayor afectaciéon de las células tumorales renales que las embrionarias control. Esto genera la
posibilidad de profundizar el estudio de los componentes activos del latex de esta planta con el objeto
de encontrar una fraccion enriquecida de el/los compuesto/s activo/s con actividad bioldgica elevada.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se logré evaluar de forma general y preliminar la actividad bioldgica citotdxica
del latex de Croton urucurana (Sangre de drago) sobre lineas celulares tumorales y no tumorales renales.
Estos hallazgos sugieren la presencia de componentes con posible actividad antitumoral renal en el latex
de Croton urucurana. Estudios mas especificos en el futuro mediato podrian proporcionar una
comprensién mas completa de este fendmeno y avanzar hacia el disefio de un farmaco antitumoral
renal especifico en base a productos naturales.
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Figura N2 1: Curva de proliferacion de las lineas celulares Caki-1 (izquierda) y Hek-293 (derecha).
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Figura N2 2: Recuento celular en cultivo de células Caki-1 (izquierda) y Hek-293 (derecha) luego de 24
horas de tratamiento a diferentes concentraciones del Iatex de Croton urucurana. Los datos se expresan
como las medias £ SEM y son representativos de dos experimentos independientes.
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Figura N2 3: Registro fotografico bajo microscopia 6ptica invertida con aumento de 100X de los cultivos
de las lineas celulares Caki-1 (fila superior) y Hek-293 (fila inferior) luego de 24 horas del tratamiento.
A: control. B: tratadas con 1ug/mL de latex de Croton urucurana. C: tratadas con 5 g/mL de latex de
Croton urucurana. D: tratadas con 10ug/mL de latex de Croton urucurana.
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Figura N2 4: Registro fotografico bajo microscopia éptica invertida con aumento 100X de cultivos de las
lineas celulares Caki-1 (fila superior) y Hek-293 (fila inferior) luego de 48 horas de tratamiento. A:
control. B: tratadas con 1ug/mlL de latex de Croton urucurana. C: tratadas con 5ug/mL de latex de
Croton urucurana. D: tratadas con 10ug/mL de latex de Croton urucurana.

Figura N2 5: Recuento celular de las lineas Caki-1 y Hek-293 luego de 48 horas de tratamiento a
diferentes concentraciones del [atex de Croton urucurana. Los datos se expresan como las medias £ SEM
y son representativos de dos experimentos independientes. Referencia: *p <0,05 vs grupo control.**p

<0,01 vs grupo control.
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