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2. RESUMEN

El aumento del cancer alrededor del mundo entero se ha convertido en un gran
obstaculo para el bienestar de la humanidad. A pesar de la existencia de multiples
tratamientos, siguen siendo muchos los que pierden la batalla contra la compleja
enfermedad; no solo por la reincidencia o la metastasis que frecuentemente conlleva
el cancer sino ademas por la desigualdad en el control y la atencion de la misma
entre las diferentes clases sociales. Concretamente, “para el afio 2025 casi el 80 %
del aumento en la cantidad total de muertes por cancer se producira en las regiones
menos desarrolladas o de menores recursos”. Es por esto que la investigacion de
alternativas més asequibles es de gran importancia.

La inclusion de agentes terapéuticos a la practica clinica y el desarrollo cientifico de
nuevas opciones terapéuticas en la historia médica, han tenido inicio basandose en
productos de origen natural. Aunque los beneficios para la salud que ha otorgado el
té verde han sido conocidos por cientos de afos, principalmente en la cultura
oriental, estudios realizados en las décadas recientes han arrojado resultados que
muestran que la EGCG (Epigalocatequina Galato: Principal compuesto activo del té
verde) ha probado ser muy promisorio en diferentes campos y para algunos tipos
de cancer.

Es bien conocido que las terapias de eleccién en el tratamiento del cancer estan
asociadas en su mayoria a una gran cantidad de efectos adversos que terminan por
deteriorar sistemas que estaban sanos al iniciar la administracion de los mismos.
En este sentido, los tipos de canceres el que se centra este proyecto (oral y
bucofaringeo), genera en los pacientes ulceras como consecuencia de las sesiones
de radioterapia y quimioterapia, que no solo son muy dolorosas e incomodas para
quienes las padecen, sino que ademas son un medio ideal para el desarrollo de
infecciones.

Para determinar las propiedades del té verde en esta patologia se realizaron
estudios in vitro que permitieron evaluar su actividad cancerigena sobre células Hela
en porcentajes del 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% Yy 3,187% se observo a las 12
y 24 horas. Del mismo modo y simultaneamente, se realizd6 el protocolo sobre
células normales (fibroblastos) para analizar, si por el contrario, el extracto poseia
propiedades proliferativas o cicatrizantes.(Adicionalmente, se evalué sobre los
cultivos el cisplatino, un medicamento con citotoxicidad conocida como un agente
control). La prueba no arrojé resultados validos que permitan concluir que el té verde
tiene propiedades anticancerigenas como se esperaba.

Se realiz6 una prueba de citotoxicidad con artemia salina y se evalud sobre las
larvas el extracto en concentraciones de 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.125%,
1.563%, 0.781%. A las 24 horas se observaron las larvas bajo el microscopio y se
encontré el 100% de las larvas con extracto muertas.



Se pretende administrar el extracto a pacientes voluntarios con cancer oral y
bucofaringeo tratados por la Doctora Martha Zambrano, Medico oncologa de la
Fundacion Valle del Lili. Sin embargo, ante la falta de resultados concluyentes sera
necesario realizar nuevas pruebas replanteando algunos.

Palabras claves: Camellia sinensis, Epigalocatequinas, cancer, estudios in vitro,
cultivo celular.



2. ABSTRACT

The increase in cancer around the world has become a major obstacle to the
welfare of humanity. Despite the existence of multiple treatments, many people
still losing the fight against this complex disease; not only for recidivism or
metastatic that often leads to cancer but also by the social class inequalities in
the utilization, access and control of healthcare. Specifically, "by 2025 almost
80% of the increase in the total number of cancer deaths will take place in less
developed or low-income regions." That is why looking and researching for more
affordable alternatives has a great importance.

The inclusion of therapeutics agents into clinical practice and scientific
development of new therapeutic options in medical history have started based
on natural products. Although the health benefits of the green tea have been
known for hundreds of years, mostly in Eastern culture, studies in recent decades
have produced results showing that EGCG (Epigallocatechin gallate: Main active
compound in green tea ) it has proven to be very promising compound in different
fields and for some types of cancer.

It is well known that most of the therapies of choice in the treatment of cancer
are associated to a lot of side effects that eventually damage the systems that
were healthy at the beggining of the treatment. Thus, the type of cancer that this
project is focused (oral and oropharyngeal), it generates ulcers in patients with
this disease as a result of the sessions of radiotherapy and chemotherapy, which
are not only painful and uncomfortable for those ones who suffer it, but are also
ideal for developing infections.

To determine the green tea properties in this pathology, vitro studies were made
in the following way: the extract of Camellia Sinensis leaves was evaluated on
HeLa cell cultures to determine its anticancer activity in percentages of 100%,
50%, 25%, 12,5%, 6,25% and 3,187%, it was observed at 12 and 24 hours.
Similarly and simultaneously, the protocol on normal cells (fibroblasts) was
performed to analyze, if instead, the extract had proliferative or healing
properties. (In addition, it was evaluated in the cultures, the cisplatin, a drug
known as a cytotoxicity Control agent). The test did not return valid results which
demonstrate that green tea has anti-cancer properties as expected.

Cytotoxicity test was performed with brine shrimp and it was evaluated in the
larvae the extract at concentrations of 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.125%,
1.563%, 0.781%. At 24 hours the larvae were observed under a microscope
examination and 100% of the larvae with the extract were dead.



It is intended to administer the extract to volunteer patients with oral and
oropharyngeal cancer, the patients were treated by Dr. Zambrano, Medical
oncologist at the Valle del Lili Foundation. However, in the absence of conclusive
results it will be needed rethinking some new practices and procedures will be
recommended later.

Keywords: Camellia sinensis, epigallocatechin, cancer, in vitro studies, cell
culture.



3. INTRODUCCION

El cancer constituye una de las enfermedades mas comunes y devastadoras que
existen alrededor del mundo. “Se calcula que en el 2013 alcanzé los 14 millones de
casos nuevos y se prevé que seguira aumentando hasta los 22 millones anuales en
los proximos dos decenios”(World Cancer Report, 2014).

Se tiene gran conocimiento sobre los tratamientos convencionales como la
radioterapia y la quimioterapia. Sin embargo, siendo los tratamientos de eleccion
tienen multiples efectos secundarios que deterioran la calidad de los pacientes con
esta enfermedad.

Los pacientes con cancer oral y/o bucofaringeo después de los ciclos de radiacion
desarrollan ulceras profundas y dolorosas que les impide comer, deglutir y en las
cuales se pueden desarrollar infecciones que empeoran adn mas su situacion
teniendo en cuenta que son pacientes inmunosuprimidos. (Global Health
Observatory (GHO), 2012).

Adicional a la problemética de los efectos adversos, en paises principalmente de
centro América y sur América no existe un sistema de salud equitativo, por lo que
no toda la poblacion tiene acceso a los tratamientos convencionales.

Ante este desafortunado panorama, la medicina alternativa ha tenido gran auge en
los ultimos afios. Si bien no constituye una solucion definitiva para el céncer,
muchas plantas logran disminuir el dolor, la ansiedad, y demas problematicas.

Este proyecto se centra en el té verde, que ha sido usado principalmente en la
cultura oriental por tradicidén y creencias, y es la segunda bebida mas consumida en
el mundo después del agua. El té verde se ha estudiado y se han identificado las
catequinas que lo componen: epigalocatequina galato (EGCG) (59%),
epigalocatequina (EGC) (19%), epicatequina-galato (ECG) (13.6%) y epicatequina
(EC) (6.4%). (Chen, Schell, Ho, & Chen, 1998). (llustracion 1)
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Fig. 1. Molecular configuration of polyphenols in tea.

llustracion 1- Configuracion molecular de los polifenoles del té.
Chen, Z. Schell, J. Ho,C. & Chen, K. (c.1998) Molecular configuration of polyphenols in tea (Imagen)
Green tea epigallocatechin gallate shows a pronounced growth effect on cancerous cells but no on
their normal counterpats. Cancer Lett. “Obtenido de: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/9719459”.

Si bien, ya se cuenta con informacién previa de la planta sobre sus componentes y
su estabilidad; es necesario establecer sistemas de evaluacion de actividad
bioldgica que permitan detectar si contiene metabolitos que puedan ser utilizadas
en patologias de alto impacto social y econémico, como es el cancer. En este orden
de ideas, este trabajo propone la metodologia de extraccion, identificacion y
semicuantificacion de las catequinas en las hojas de camellia sinensis donadas por
la marca “té Hindu. Se planea ademas, una metodologia preliminar in vitro para
determinar la potencial actividad anti cancer de extractos naturales, evaluando su
citotoxicidad sobre lineas celulares Hela'y CHO.

Actualmente existe una tendencia a buscar alternativas que sustituyan el uso de
animales en ensayos toxicolégicos, debido al alto costo que implica y
adicionalmente, al sufrimiento que se les causa a los animales con este tipo de
pruebas. Las alternativas incluyen procedimientos orientados a reducir el nimero
de animales usados por experimento, o al replanteamiento de la metodologia para
reducir dolor y estrés. Por lo anterior, durante este proyecto se describe la
metodologia utilizada para realizar una prueba de citotoxicidad sobre larvas de
artemia salina, un crustaceo que ha demostrado ser un organismo util y eficaz en
este tipo de pruebas.

Teniendo en cuenta ésta metodologia y los datos que la revision bibliografica arroja,
se pretende proponer una formulacidon orientada principalmente a pacientes
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victimas de las Ulceras causadas por la quimioterapia o la radioterapia de la
Fundacion Valle del Lili.
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4. DESCRIPCION DEL TRABAJO

4.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer se ha convertido en los ultimos afios en un motivo de gran preocupacion
debido a que su incidencia y mortalidad estd aumentando rapidamente. Segun el
NCI (National Cancer Institute): “se calcula que para el 2030 mas de 20 millones de
personas moriran de cancer en el mundo.”

A pesar de la existencia de los tratamientos tradicionales como la quimioterapia, la
radioterapia y la extirpacion de los tumores; siguen siendo muchos los pacientes
victimas de la compleja enfermedad. Una de las razones para que esto ocurra se
basa en que las opciones mas usadas para tratar los diferentes tipos de cancer son
sumamente invasivas y tienen multiples efectos secundarios.

El cancer oral y bucofaringeo, foco de este proyecto, tiene como tratamiento de
primera eleccién la intervencién quirargica que debe incluir extirpacion de al menos
1 cm de tejido sano alrededor de la lesion y en los casos en los que el tumor se ha
diseminado hacia otras areas (de la boca, cuello, garganta, laringe, labios, maxilar
inferior, etc), estas areas también se deben extirpar. Imaginen entonces cuanta
cantidad de tejido sano es necesario retirar para asegurar que no queda rastro de
células malignas; y aun con todas las consecuencias de tipo estético y funcional que
conlleva esta alternativa para los pacientes, no hay garantia de una total
erradicacion de la enfermedad. Por lo anterior, en muchos casos es necesario
continuar con radioterapia y quimioterapia después de la cirugia, ocasionando
disminucién de la funcién salival y del sentido del gusto complicando la ingesta de
alimentos y por ende, el mantenimiento del peso y del buen estado general.

Por otro lado, es importante resaltar que en paises como Colombia no es igual la
asequibilidad para todos los estratos sociales a las terapias contra el cancer, ya que
los medicamentos y tratamientos son sumamente costosos. Ante este panorama,
muchos pacientes optan por la eleccidon de tratamientos alternativos y de origen
natural por su menor costo y por la creencia de que usandolos tendran menos
efectos adversos.

Actualmente, en el sector de lo natural existe una amplia oferta causada por el
aumento de la preferencia para este tipo de productos. Se convierte entonces en
una responsabilidad y un reto para los investigadores la busqueda de tratamientos
de origen natural que tengan un efecto anticanceroso y una toxicidad menor para
los pacientes, por medio de metodologias aptas que permitan garantizar seguridad
y eficacia de su uso.

El té verde ha sido utilizado por siglos, sobretodo en el oriente y se han desarrollado
diferentes estudios serios acerca de esta planta y sus principales metabolitos
permitiendo dilucidar en esta planta una promesa y un reto para mejorar la calidad
de vida de pacientes con cancer y/o tratar en si la enfermedad.
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Este proyecto tuvo como objetivo estudiar in vitro la accion del extracto del té verde
‘camellia sinensis” que contiene todos sus metabolitos, evaluando el efecto
anticanceroso de su principal componente (epigallocatechin-3-gallate) en células
cancerosas (HelLa) y en células sanas (células CHO). Posteriormente, se evalud la
citotoxicidad del extracto mencionado por medio de una prueba en artemia salina.
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4.2 MARCO TEORICO

La tumorigénesis es un proceso de mdultiples etapas que puede ser activado por
cualquiera de los diversos carcinogenos ambientales (tales como el humo del
cigarrillo, las emisiones industriales, los vapores de la gasolina), promotores
tumorales (tales como ésteres de forbol) y agentes inflamatorios (tales como TNF-
alfa y H202) (Brahma , Sharmila , & Rakesh , 2011).

Las células cancerosas manifiestan, en diferentes grados, algunas caracteristicas
que las distinguen de las células normales entre las que se encuentran: “La
proliferacion incontrolada, la desdiferenciacion y la perdida de la funcion, la
invasividad y la metastasis (Rang et al., 2008).

El desarrollo del cancer es un proceso que se compone de diferentes pasos durante
los cuales ocurren diferentes modificaciones moleculares y celulares. Para
simplificar este proceso, existen tres pasos bien definidos: En primer lugar se
encuentra la iniciacion, que corresponde a la fase mas rapida. Comprende la
exposicion e interaccion de las células con el agente carcinogénico y su posterior
distribucion y transporte a érganos y tejidos a donde la activacién metabdlica y la
interaccidon covalente con el ADN de la célula blanco ocurre, dando lugar al dafio
genotoxico. Luego, ocurre la promocion, fase considerada aun reversible en la cual
la proliferacion anormal de las células persiste activamente. Finalmente, la
progresion, corresponde la fase final en donde el crecimiento descontrolado de la
célula ocurre; incluye la conversion gradual de células premalignas a neoplasicas
con un incremento en la invasion y metastasis potencial (Weinberg, 2007).

El cancer corresponde a “la mayor causa individual de mortalidad en el mundo y se
estima que en el 2012 hubo 8,2 millones de muertes por cancer.” (Global Health
Observatory (GHO), 2012) y su incidencia ha aumentado un “11% en los Ultimos
cuatro afnos, hasta un total de casos estimados de 14,1 millones en el 2012” (Stewart
& Wild, 2014). Se pronostica que “los casos de cancer alrededor del mundo
aumentaran a un 75% vy llegaran a cerca de 25 millones en las proximas dos
décadas” (Global Health Observatory (GHO), 2012).

En Colombia, “la enfermedad representa cerca del 15% del total de muertes,
ocupando el tercer lugar dentro de la estructura de mortalidad general (después de
la violencia y las enfermedades cardiovasculares)” (ministerio de salud y proteccién
social, 2014).

En el caso particular del cancer oral y bucofaringeo, que corresponde al foco de
este proyecto; la asociacion Americana de cancer muestra en sus informes que en
el 2014, solo en Estados Unidos, cerca de 37000 personas tuvieron este tipo de
cancer y ademas, se estima que 7300 personas morirAn por consecuencia del
mismo (American Cancer Society, 2008).
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El cancer oral sigue siendo una enfermedad letal para el 50% de los casos
diagnosticados anualmente, corresponde al sexto cancer mas frecuentemente en el
mundo y representa aproximadamente el 4% de todos los tipos de céancer
(Warnakulasuriya, 2009). Esto se refleja en gran parte por el hecho de que la
mayoria de los casos se encuentran en etapas avanzadas en el momento de la
deteccidn a pesar de facil accesibilidad de la cavidad oral para examen regular.

La incidencia de los tipos de cancer mencionados esta creciendo mundialmente,
ambos en jovenes no fumadores y en aquellos que no consumen licor (estas dos
practicas son consideradas los principales factores de riesgo). En la actualidad, se
sabe de acuerdo a estudios epidemiolégicos que las infecciones con el virus del
papiloma humano (HPV) estan fuertemente relacionadas con el desarrollo de
cancer oral y bucofaringeo (Martin-Hernan et al., 2013).

Ante el impacto de esta enfermedad en la poblacion mundial, se ha convertido en
un problema de salud publica y en un reto prioritario para los investigadores avanzar
en la busqueda de tratamientos.

Los tratamientos mas usados para este tipo de cancer son: La quimioterapia, la
radioterapia, cirugias de extirpacion de tumores o la combinacion de ellos
dependiendo de la etapa de la enfermedad. Si bien, estas opciones han salvado
muchas vidas y son tratamientos de primera eleccién, también se ha comprobado
gue sSus usOs son muy invasivos y generan efectos adversos que pueden
comprometer funciones como el habla, la masticacién y la deglucién (Rang et al.,
2008).

Segun el Dr. John Cairns de la Escuela de Salud Publica de la Universidad de
Harvard, “solo entre 2 'y 3 por ciento de los diagnosticados con cancer cada afio son
salvados por la quimioterapia” (Cairns, 1985). Sin embargo, la mayoria de los
pacientes se someten a la acciébn de estos farmacos altamente téxicos y que
ademas, pueden ser cancerigenos, es decir, pueden influir en la reincidencia de la
enfermedad.

En esta época donde el auge por lo natural es cada vez mayor, muchos pacientes
desilusionados con los tratamientos habituales o aquellos que han sido
desahuciados estan optando por la eleccion de terapias no toxicas o alternativas.
Segun la Sociedad Espafiola de Oncologia médica (SEOM), “alrededor de un 25-30
% de los pacientes en tratamiento oncologico utilizan algun tipo de terapia
complementaria y/o integrativa como forma de paliar los sintomas producidos por el
cancer o los tratamientos” (Sociedad Espafiola de Oncologia medica, 2012); ante
este tipo de informacion es importante conocer con certeza acerca de la seguridad
y eficacia de estos métodos alternativos, mediante el desarrollo de estudios serios
y metodoldégicamente correctos.
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El uso de plantas medicinales o de algunas de sus partes corresponden a un tipo
de medicina integrativa basada en el aprovechamiento de productos vegetales con
distintas propiedades beneficiosas para la salud. Su utilizacién ha dominado en el
continente Asiatico; sin embargo en Occidente existen farmacos comercializados
obtenidos de la naturaleza como los agentes antitumorales taxanos; la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que “aproximadamente, el 80 % de los
habitantes a nivel mundial han utilizado la medicina tradicional en sus cuidados de
salud” (Laza, Rodriguez, & Sardifia, 2003) Con todo y los beneficios demostrados
de los productos de origen natural no es correcto asumir su inocuidad, para lo cual
es importante antes de su comercializacion asegurar las dosis, la eficacia, la
seguridad y calidad del preparado y por supuesto, su composicion.

El té verde (camellia sinensis) es una bebida extremadamente popular alrededor del
mundo, junto al agua y su habitual consumo ha sido ampliamente asociado con
beneficios para la salud incluyendo eficacia quimiopreventiva (Brahma , Sharmila ,
& Rakesh , 2011). La cultura china ha conocido los beneficios medicinales del té
verde desde tiempos remotos (por al menos 4000 afios); usandolo en todo tipo de
tratamientos, desde dolores de cabeza hasta depresiones (Sinija & Mishra, 2008),
es por esta tradicion y uso a través de los afios que se tienen indicios de seguridad
con el uso de esta planta y se pretende comprobar por medio de estudios serios su
eficacia en el tratamiento de cancer oral y bucofaringeo.

CLASIFICACION CIENTIFICA
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Theaceae
Tribu: Theeae
Género: Camellia
Especie: C. sinensis

NOMBRE BINOMIAL

Camellia sinensis

Hojas de la planta de té (Camelliasinensis)

llustracion 2- Caracteristicas generales del té verde.
Lopez, A. (c.2013) “Principales caracteristicas de Camellia sinensis.” (Fotografia) metodologia para la
determinacion de epigalocatequina galato en té verde por uplc-pda. “Obtenido de:
http://bibliotecadigital.icesi.edu.co/biblioteca_digital/bitstream/10906/76827/1/metodologia_epigalocate
quina_galato.pdf”.

Las hojas del arbol té contienen una serie de compuestos bioactivos que son
responsables de las propiedades benéficas para la salud atribuidas a la bebida,
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entre estos los de mayor relevancia son los compuestos antioxidantes. Los
polifenoles del té, poseen fuertes propiedades de antioxidantes que destruyen los
radicales libres de oxigeno, disminuyendo asi el riesgo de padecer enfermedades
degenerativas (Jain, Siddiqi, & Weisburger, 2006).

Los componentes del té verde se dividen asi:

Los polifenoles: constituyen entre el 15y el 20% del té verde y estan compuestos
por siete tipos diferentes de catequinas: (+) - catequina (C), (-) —epicatequina (EC),
(+) —galocatequina (GC), (-) —epigalocatequina (EGC), (-) —epicatequina-3-galato
(ECG), (-) —galocatequina-3-galato (GCG) y (-) —epigalocatequina-3-galato (EGCG).
Cafeina: el contenido de cafeina de las hojas de té verde alcanza el 5%.
Vitaminas: el té verde contiene vitamina A, vitamina B, Vitamina B2, Vitamina B3 y
Vitamina C.

Amino &cidos: la teanina es el aminoacido mayoritario en el té verde, seguida de
acido glutamico, arginina, acido aspartico y glutamina. Compuestos Nitrogenados:
cafeina, purina, amidas, proteinas y acidos nucleicos.

Elementos Inorgénicos: el contenido en aluminio, manganeso y fluor es
relativamente alto comparado con el de otras plantas. Otros elementos mayoritarios
son hierro, boro y selenio.

Carbohidratos, celulosa y almidén: el contenido total en carbohidratos es
aproximadamente el 40% de la hoja del té verde, siendo 1/3 celulosa. El contenido
de almidon varia de una muestra a otra (Zaveri, 2006)

Es importante tener en cuenta que la composicion quimica del té verde varia con
diferentes factores como: el clima, la estacion, las practicas horticulturales y la
posicién de la hoja previa a la cosecha (Sinija & Mishra, 2008). Esta inestabilidad
supone entonces un reto, asociado a la manufactura del extracto en gel que se va
a utilizar. Aunque ya se especificd la composicion de los polifenoles y demas
compuestos del té verde, es importante mencionar que la epigalocatequina galato
(EGCG) constituye la catequina de mayor proporcién y a la cual se le atribuyen las
principales propiedades (llustracion 3) (Mereles & Hunstein, 2011).

En cuanto a su taxonomia, Camellia sinensis o té verde, es un arbol de hoja perenne
o arbusto de la familia THEACEAE que crece de 10 a 15 m de altura en la
naturaleza, y 0,6 a 1,5 m bajo cultivo. Las hojas son de tallo corto, de color verde
claro, coriaceo, alterno, eliptico-obovado o lanceolado, con los margenes serrados,
glabros o, a veces pubescentes por debajo, que varian en longitud de 5 a 30 cm, y
aproximadamente 4 cm de ancho. Las flores son blancas, fragantes, de 2.5-4 cm de
diametro, solitarias o0 en grupos de dos a cuatro. Tienen numerosos estambres con
anteras amarillas y produce uno a cuatro I6bulos. Cada Iébulo contiene de uno a
tres semillas marrones esféricas o aplanadas (Ross, 2005).
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OH OH

gallate group OH
OH

llustracion 3- Estructura quimica del EGCG
Mereles, D. (c.2011) “Chemical Structure of EGCG.” (Imagen) Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) for
clinical trials: More pitfalls than promises?, International Journal of molecular Science. “Obtenido de:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3189735/”.

Esta molécula a pesar de mostrar multiples beneficios en diferentes enfermedades
(como se ampliara méas adelante) se le han atribuido problemas de estabilidad en
soluciones neutras o alcalinas (Yu, y otros, 2008), de degradacion cuando no se
almacena a bajas temperaturas y en lugares secos. Por otro lado, la EGCG ha
mostrado ser estable bajo condiciones anaerdbicas in vivo, a pesar que los
mecanismos para su estabilizacion no han sido completamente caracterizados
(Mereles & Hunstein, 2011).

La EGCG, al ser una catequina con una estructura tipo pirogalol en el anillo B, posee
fuerte actividad antioxidante y se somete a auto oxidacion para formar especies
reactivas del oxigeno, resultando en polimerizacién y descomposicién (Mereles &
Hunstein, 2011).

Sharma y colaboradores (2012), incursionaron también en la investigacién de la
accion antibacterial, evaluandolo sobre Staphylococcus epidermidis, Micrococcus
luteus, Brevibacterium linens, encontrando que eran sensibles a la EGCG utilizando
un ensayo de difusion. Concluyeron ademas que el extracto acuoso no eran toxico.
(Sudathip, Grove , & Lambert, 2011) Incursionaron en el uso del té verde sobre el
sindrome metabdlico (definida por la presencia de perimetro abdominal elevado,
disglicemia, presiébn sanguinea elevada, alto colesterol, e incremento de los
triglicéridos). Evaluaron in vitro y en modelos animales, y encontraron que el té
verde tiene efecto sobre la produccion de insulina, la hipertension, y la
hipercolesterolemia. Dentro de los mecanismos se tienen: incremento en la
utilizaciéon de glucosa, disminucibn de novo de la lipogénesis, y efectos
antioxidantes.

Por otro lado, los efectos del té verde fueron examinados sobre la agregacion
plaquetaria en humanos (in vivo) y sobre parametros de coagulacion (ex vivo). Se
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encontré evidencia de la prevencion de muerte causada por trombosis pulmonar en
ratones in vivo, ya que las catequinas prolongan significantemente el tiempo de
sangrado e inhiben la adenosina difosfato. Sin embargo, no se encontro evidencia
que permita concluir que el té verde no altera el tiempo de tromboplastina parcial, ni
el tiempo de protrombina. (kang, y otros, 1999)

La EGCG ha sido estudiada ampliamente encontrandola benéfica en la induccion
de apoptosis y en la prevencién de metastasis en cancer de: piel, prostata (Gupta,
Hussain, & Muhktar, 2003), seno (Thangapazham, Passi, & Maheshwari, 2007),
pulmén (Yamauchi, Sasaki, & Yoshida, 2009), colon (Okelo et al., 2011), pancreas
(Yu et al., 2008). Ademas hay publicaciones que demuestran que el EGCG induce
apoptosis y, niveles de proteinas antioxidantes y desintoxicantes en células de
leucemia linfoides humanas (Brahma , Sharmila , & Rakesh , 2011).

Aun no se tiene muy claro el mecanismo mediante el cual la EGCG realiza su
actividad anti carcinogénica. Sin embargo, se han postulado 3 posibles formas:

- La EGCG inhibe las etapas asociadas con el cancer e inhibe la metilacion del
ADN blogueando el rendimiento de los DNTMs, se dan fuertes actividades
antioxidantes y eliminacion de radicales libres (Brahma , Sharmila , & Rakesh
, 2011).

- La EGCG actua sobre la fase de promocion del crecimiento del tumor
bloqueando receptores en las células afectadas (Brahma , Sharmila , &
Rakesh , 2011).

- La EGCG facilita la union directa a ciertas sustancias cancerigenas del
cancer en desarrollo (Brahma , Sharmila , & Rakesh , 2011).

Para evaluar el efecto del extracto de Camellia sinensis se utilizaron cultivos
celulares que corresponden al producto de la coleccion de células animales de
diferentes 6rganos que se mantienen en condiciones especiales que favorezcan la
supervivencia y la multiplicacion; para ello es necesario mantener todas sus
funciones metabdlicas de manera semejante a la que tenia el huésped. Es decir,
condiciones de humedad, temperatura, pH, viscosidad y nutricion especificas
(Universidad Nacional de Quilmes, 2012). El uso de cultivos tiene ventajas
innegables entre las que se pueden mencionar un mayor control del medio
fisicoquimico y fisiol6gico, mayor homogeneidad en la morfologia y composicion de
las células, mayor economia y menores dilemas éticos que en la experimentacion
con animales (Duran et al., 2004).

En aquellos casos en los que las células requieren la adhesion a un sustrato para
crecer y dividirse, el crecimiento se realiza en una Unica capa celular (monocapa).
Esta monocapa crecera hasta alcanzar cerca del 100% de confluencia (maxima
capacidad de cubrimiento de superficie); pasado esta etapa, el crecimiento se
detiene por inhibicion por contacto y las células pueden comenzar a degenerar,
despegarse y morir (Cultek, 2008).
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El tipo de células que se utilizaron en este estudio son células HeLa y células CHO.
Las células HeLa son muy conocidas y utilizadas en el ambiente cientifico, han
contribuido en multiples estudios como, por ejemplo, la vacuna contra la polio y
estudios de antineoplasicos. Estas células fueron tomadas de una mujer que
padecio cancer de cuello uterino llamada Henrietta Lacks en 1951 (Nishi, 2006).
Hela, es entonces, “una linea de células epiteliales humana derivada de carcinoma
de cuello uterino que han sido transformadas por el virus del papiloma humano 18
(VPH 18), son células adherentes y su tiempo de replicacion es de 23 horas” (Nishi,
2006). Durante el desarrollo de este proyecto se usaron para evaluar la accion
anticancerosa del extracto de té verde.

Como ya se menciond anteriormente, se utilizaron células CHO, linea obtenida a
partir de ovario de hamster chino (Cricetulus griseus), en 1973, por Puck y
colaboradores. Esta ha sido la linea de mayor difusion en el estudio de dafio
genético al nivel cromosémico (Lamar, 1999), y corresponden al tipo de celular sano
que se utilizé en contraste con las células HelLa para evaluar la diferenciacién del
extracto.

“La citotoxicidad es la cualidad de ser toxico para las células.” (molecular devices,
2015). Las células expuestas a un compuesto citotéxico pueden responder de
diferentes formas. Una de ellas es desarrollando necrosis, durante este proceso
ellas pierden la integridad de su membrana y mueren rapidamente como resultado
de la lisis de las células; otra opcidn consiste en que su crecimiento y division se
detiene y finalmente, se puede activar el proceso de apoptosis (que se define como
el programa genético que controla la muerte celular) (Brown & Brown, 1999).

Las pruebas de citotoxicidad se realizan generalmente para evaluar moléculas en
estudio que pretenden comercializarse posteriormente y se realizan para evaluar su
seguridad. Existen varias maneras de medirla; sin embargo, la mayoria se relaciona
con la evaluacion de la integridad de la membrana. Colorantes vitales como el azul
de tripano, biomarcadores de proteasa, ensayo de potencial redox MTT, o la
medicién del contenido de ATP son algunos de los métodos, que son principalmente
colorimétricos, fluorescentes o de deteccion de luminiscencia (Kuete, y otros, 2011).

Durante este proyecto se utilizé la Artemia salina para saber si los componentes del
té verde eran toxicos y para determinar la dosis letal 50. La artemia salina es un
artropodo acuatico primitivo (lagos salinos) perteneciente a la familia Artemiidae,
con una edad de aproximadamente 100 millones de afos. Pueden tolerar grandes
cantidades de sal (hasta 300 gramos de sal por litro de agua) y pueden vivir en muy
diferentes soluciones de agua de mar como permanganato de potasio y nitrato de
plata. (Dumitrascu, 2011).
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Scientific classification
Kingdom: Animalia
Phyium: Arthropoda
Subplylum: Crustacea
Class: Branchiopoda
Order: Anostraca
Family: Artemiidae
Crenus: Artemia
Species: Artemia salina

(Linnaeus, 1758)

llustracion 4- Imagen de Artemia salina y su clasificacién cientifica
Lazo, J. (c.2010) “Artemia salina y su clasificacion cientifica.” (Imagen) Ensayo de artemia: atil
herramienta de trabajo para ecotoxicélogos y quimicos de productos naturales, scielo. La habana, Cuba.

Las larvas de Artemia salina, especialmente en estado nauplia, son usados para
alimentar diferentes especies de peces y crustaceos.

La resiliencia de estos animales los hace ideales para el analisis de muestras en los
experimentos. Son por este motivo, uno de los organismos utilizados regularmente
en las pruebas de toxicidad de compuestos quimicos en estudio. (Lagarto Parra,
Silva Yhebra, Guerra Sardifias , & Iglesias Buela, 2008).

Adicionalmente, se estan usando en la actualidad para tratar enfermedades
reumaticas, ginecoldgicas y endocrinas (Brown & Brown, 1999).
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4 .3 OBJETIVOS

4.3.1 Objetivo General
Evaluar in vitro la capacidad proliferativa y anticancerosa de un extracto de té verde,
determinando viabilidad celular y toxicidad.

4.3.2 Objetivos Especificos
- Determinar la capacidad proliferativa del extracto de hojas de té verde en células

normales.

- Evaluar en cultivos de células tumorales (Hela) si hay replicacion o disminucion de
las mismas a partir extracto de hojas de té verde.

- Determinar la dosis efectiva y evaluar toxicidad del extracto de té verde sobre
artemia salina.



4.4 METODOLOGIA
4.4.1 Coleccion del material vegetal

Las hojas de té verde (Camellia sinensis) fueron donados en el mes de Agosto de
2014 por la empresa Agricola Himalaya Ltda, especificamente por su reconocida
marca “Té Hindu”, la cual es la unica empresa de té y aromaticas del mercado
colombiano que tiene sus propias plantaciones en el corregimiento de Bitaco, en el
municipio de La Cumbre (Colombia). Las hojas se secaron a temperatura ambiente
durante una semana; posterior a ello, fueron molidas y pesadas (365 Q).

4.4.2 Obtencioén del extracto

Los 365 gramos de té verde obtenidos se dividieron en 4 beakers de 500 ml, con el
objetivo de realizar extracciones sucesivas con etanol al 96%.El macerado se
mezcla con una solucion hidroalcoholica 1:1 previamente realizada. Luego, se
llevaron al sonicador a 37 °C durante 30 minutos hasta agotar el material
vegetal.Posteriormente, se realizaron filtraciones con vacio. Los filtrados obtenidos
se unieron para finalmente ser llevados al rotaevaporador (1 atm, 45 °C) y se
concentro el extracto durante 1 hora y media.

4.4.3 Identificacion de catequinas y semicuantificacion de epigalocatequina galato

« Estandar: Se utilizé6 un estandar de Epigalocatequina galato (EGCG, CAS
989-51-5. Producto de Japon.

+ Solventes: Metanol, agua tipo 1, acetona, tolueno, acido férmico.
* Revelador: Fast blue Salt B

Se realizaron diluciones de la muestra en proporciones 3:10, 4:10, 5:10, 6:10, 7:10
muestra: metanol respectivamente. Se realiz6 una cromatografia en capa fina, con
fase movil 2:2:1 acetona: tolueno: acido formico.

Fuente: Reich, E & Schibli, A. (2006) High-Performance Thin-Layer
Chromatography for the Analysis of Medicinal Plants. (Ed. Thieme)

Se pesaron 4 mg del estandar de Epigalocatequina Galato, y se le agregaron 50 pl
de metanol (solucion inicial). De esta solucion se tomaron 25 pl y se realizaron
diluciones para obtener concentraciones de 8 ug, 4 ug, 2 pug, 1 pg, 0.5 pg y 0.25 ug.
Se realizé una cromatografia en capa fina de alto rendimiento (HPTLC), en la cual
se sembréo 1 pl de cada concentracion de estandar y 1 pl de muestra en
proporciones 5:10, 6:10, 7:10 muestra: metanol (la siembra de 1 ul se hizo mediante
un “dispensador capilar CAMAG”), se utilizé como fase movil una solucion 2:2:1
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acetona: tolueno: acido formico y se revelo con fast blue salt, del cual se pes6 0,1 g
y se llevo a un volumen de 20 ml con agua tipo 1.

Por medio de fotos de la placa obtenida y mediante el uso del software ImageJ, se
hallaron las areas del estandar de epigalocatequina galato en las concentraciones
mencionadas y se semicuantificd la cantidad de epigalocatequina galato contenida
en la muestra.

4.4 .4 Cultivo celular

Las células HeLa y las células CHO fueron donadas por el laboratorio in vitro de la
universidad del valle, lugar en el que se realizaron todas las pruebas in vitro y de
citotoxicidad. Ambas lineas celulares fueron cultivadas con 5% de CO:y a una
temperatura de 37°C.

1. Medio de cultivo para células HeLa (MEDIO 1): 5% SFB, 1% GIn, BME
(Medio basal Eagle)

2. Medio de cultivo para células CHO (MEDIO 2): RPMI 1640 suplementado con
SBF (Suero Bovino Fetal) y 100 unidades/ml de penicilina.

4.4.5 Descongelacion de células:
* Se saco la ampolla del tanque nitrogeno liquido rdpidamente y sumergié en
un bafio de agua a 37°C hasta descongelacion.
* Se limpio6 la ampolla con un algodén embebido en alcohol al 70 %.
* Luego, se procedio a abrirla y se recogié con una micropipeta el contenido y
se traslado al tubo de centrifuga y se agregaron 10 ml de medio de cultivo.
(MEDIO 1 y MEDIO 2 respectivamente).

» Se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

* El sobrenadante se descarto, y el paquete celular se resuspendié en 1 ml de
medio de cultivo (MEDIO 1 y MEDIO 2 respectivamente). La suspension
celular obtenida se sembré en botellas de cultivo de 25 cm? con 5 ml de medio
de cultivo.

* Se llevaron a una incubaciéon a 37°C de CO: al 5%.

» Cada dos dias se les cambio el medio de cultivo y se observo la confluencia,
es decir, si habia suficiente espacio entre las células.
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Después de 6 dias, se observo que no habia suficiente espacio entre las
células, por lo cual fue necesario subcultivarlas.

4.4.6 Tripsinizacion:

En la campana de flujo laminar, con una pipeta de 10 ml se saco y desecho
el medio de cultivo. (MEDIO 1 y MEDIO 2 respectivamente).

Se lavo la botella de cultivo con buffer fosfato salino (PBS), posteriormente
se aspird y se desecho.

Se adicionaron 2 ml de tripsina- EDTA al 0,25% y con la botella cerrada, se
esparcio por todo el cultivo por gravedad.

Se observaron al microscopio hasta que las células se desprendieron de la
botella.

Se afadieron 5 ml del medio de cultivo (MEDIO 1 y MEDIO 2
respectivamente) para detener la reaccion.

La suspension obtenida se centrifugé a 1000 rpm durante 5 minutos a 30°C.

El sobrenadante se descart6 y las células se resuspendieron en 1 ml de
medio de cultivo. (MEDIO 1 y MEDIO 2 respectivamente).

4.4.7 Cuantificacion de células

Para cuantificar las células, en un tubo Eppendorf se colocaron 20 ul de la
suspension celular mas 80 pl de Azul de Tripano al 0.4%

Se mezclaron y se colocaron 10 pl en ambas secciones de la camara de
Neubauer.

La camara se observd bajo microscopio Optico con el objetivo de 10X y se
contaron el numero de células no tefiidas (vivas-blancas) por mm2 en los 4
cuadrantes. La cuenta se repite en la otra seccion de la cAmara de Neubauer.
Se realizaron los célculos correspondientes a la viabilidad y el niumero de
células por ml de suspension.
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4.4.8 Evaluacion del extracto de té sobre células HelLa

* De acuerdo al conteo de células, se sembraron 50.000 células por pozo en 3
cajas de cultivo de 24 pozos por cada linea celular (6 cajas).

+ Se incubaron las cajas a 37°C y 5% CO:2 durante 24 horas para que las
células se adhirieran.

+ Se prepararon diluciones con el extracto al 50%, 25%, 12,5%, 6,25%,
3,125%.

» Después de transcurridas las 24 horas se observaron al microscopio o6ptico,
objetivo 10X y se evalu6 si habia algun tipo de contaminacion. (a partir de
este punto el procedimiento solo se realizé con la linea celular HeLa debido
a que las células CHO se contaminaron como se explicara en la seccién
resultados).

» Se agregaron a cajas de 24 pozos: (Pozo 1-3): 2 ml del extracto puro, (Pozo
4-6): 1 ml del extracto al 50%, (Pozo 7-9): 0.5 ml del extracto al 25%, (Pozo
10-12): 0.25 ml del extracto al 12,5%, (Pozo 13-15): 0.125 ml del extracto al
6,25%, (Pozo 16-18): 0.0625 ml del extracto al 3,125%. Cada una de las
concentraciones por triplicado. Posteriormente, se llevd a un volumen de 2
ml con medio de cultivo (MEDIO 1) en cada pozo.

* Adicionalmente, se asignaron 3 pozos control en cada caja (Pozo 19-21), en
los cuales se agregaron 2 ml de medio de cultivo en cada uno.

« Porotrolado, se utilizaron 3 pozos en cada caja (Pozo 22-24), para un control
positivo con cisplatino en una concentracién de 100 puM.

» Se esperaba realizar conteos a las 12h, 24h y 48h en cada caja por medio
de la camara de Neubauer y realizar las gréaficas correspondientes al cambio
en el nimero de células con respecto al tiempo y a las diferentes
concentraciones utilizadas.

4.4.9 Citotoxicidad: Ensayo con artemia Salina

* Se pesaron 3 gramos de huevos de Artemia salina'y 36 gramos de sal marina
sin flaor.

* Se agreg6 la sal marina a un litro de agua. Los huevos de artemia se
agregaron a la solucion salina y se incubaron en presencia de luz artificial y
a temperatura ambiente durante 48 horas.
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Se tomaron 3 cajas de cultivo de 24 pozos y en cada pozo con ayuda de un
gotero y una lupa se agregaron 10 organismos (larvas). Adicionalmente, se
agregaron 100 pl de solucion salina.

Se prepararon diluciones con solucion salina y el extracto al 50%, 25%,
12.5%, 6.25%, 3.125%, 1.563%, 0.781%.

Se asignaron 3 pozos de cada caja de cultivo para cada concentracion y se
agregaron 900 pl de las diluciones al pozo correspondiente.

Como control se utilizd la solucion salina en ausencia de las diluciones del
extracto.

Se incubaron a temperatura ambiente por 24 horas, en presencia de luz
artificial.

Se realizo el conteo de larvas vivas y muertas de cada pozo, por parametro
de movimiento y respuesta a la luz.
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4.5 RESULTADOS
Identificacion de polifenoles en extracto de té verde por Cromatoqgrafia en

capa fina.

A B C D E

llustracion 5-Cromatografia en capa fina (TLC) del extracto de té verde (camellia sinensis) en
proporciones 3/10 (A), 4/10 (B), 5/10 (C), 6/10 (D), 7/10 (E). Fase movil: 2:2:1 acetona: tolueno: acido
féormico. Revelador: Fast blue Salt B.

Identificacion de Epigalocatequina Galato en Extracto de té verde
(Cromatografia en capa fina de alto rendimiento)

TrTEmer Lpl9oloateduina Galato

il

. L Es €% Es EBg My M‘L Mz
A B C D E F G
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llustracion 6 - Cromatografia en capa fina de alto rendimiento del estandar de epigalocatequina galato y
del extracto de las hojas de té verde (camellia sinensis. Fase mavil: 2:2:1 acetona: tolueno: acido

formico. Estandar: (A) 8ug, (B) 4 ug, (C) 2 ug (D) 1 ug, (E) 0.5 ug y (F) 0.25 pg. Muestra: (G) 4/10, (H) 5/10,
() 6/10 (J) 7/10. Revelador: Fast blue Salt B.

Identificacion de Epigalocatequina Galato en Extracto de té verde bajo
camara UV (Cromatografia en capa fina de alto rendimiento)

A B C D E F G H |
llustracion 7- Cromatografia en capa fina de alto rendimiento del estandar de epigalocatequina galato y
del extracto de las hojas de té verde (camellia sinensis) bajo cadmara UV. Fase mavil: 2:2:1 acetona:
tolueno: acido férmico. Estandar: (A) 8ug, (B) 4 pg, (C) 2 pg (D) 1 pg, (E) 0.5 pug y (F) 0.25 pg. Muestra:
(G) 4/10, (H) 5/10, (1) 6/10. Revelador: Fast blue Salt B.

Areas del Estandar de Epigalocatequina Galato
Cantidad de Area
Estandar
0,25 pg 9.238.066
0,5 ug 11.830.409
1pug 18.861.572
2 g 23.459.836
4ug 29.049.706
8 ug 35.557.475

Tabla 1- Curva de calibracion de las areas del estandar de epigalocatequina galato obtenidas con el
software imageJ.
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Areas del extracto de té verde

Proporcion
extracto: metanol Area
(1000 pl)
500:500 20.297.806
600:400 25.568.706
700:300 26.839.413

Tabla 2- Tabla 2: Areas del extracto de té verde (camellia sinensis) obtenidas con el software imageJ

Conteo Celular

Camaral 26
Camara 2 27
Promedio 24,5
Células totales /

ml 24°500.000

Tabla 3- Tabla 3: Conteo de células Hela en camara de neubauer previo a la adicién del extracto de té
verde.

e Muestra del calculo

Promedio de las camaras/ niUmero de cuadrantes x factor de dilucion x factor de la
camara x volumen medio con células

24,5
4

=6.125 X10 X10000 x40 ml

Células totales / ml = 24500000

Se necesitaba sembrar 50000 células/ 1 ml por pozo, entonces:
C1V1=C2aV2

2500000 células x 50 ml —y
24500000 células 2

51ml=V:
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llustracion 8 - (A) Placa para siembra de 24 pozos con 50.000 células hela por pozo. Previo a incubacion
por 24 horas a 37 °C Y 5% de humedad relativa. (B) Montaje de observacion al microscopio de las células
Hela posterior al dia de incubacién para confirmar adhesién.

Evaluaciéon extracto de té verde sobre células HelLa

llustracion 9- Placa de cultivo de 24 pozos con 50.000 células Hela por pozo y el extracto de té verde en
concentraciones de 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%. Adicionalmente, 3 pozos control (solo
células Hela) y 3 pozos con cisplatino a una concentracion de 100 pM.
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temia Salina

Evaluacion de citotoxicidad del extracto de té verde sobre Ar

— ~ N\

llustracion 10- Prueba de citotoxicidad. (A) Placa de 24 pozos con 10 larvas de artemia salina en cada
uno y extracto de té verde en concentraciones de 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,587%, 0,795%.
Adicionalmente 3 pozos control (solo larvas de artemia salina).

Muestra extracto de té verde VS estandar
Epigalocatequina galato

40,000,000
35,000,000 .
30,000,000 o
@ y = 5E+06x + 3E+06
25,000,000 - ° R? =0.9902
© ._.' ..'
¥ 20,000,000 | ® o
< .
15,000,000
bl ' @ Estandar
10,000,000 e epigalocatequina galato
5,000,000 @ Extracto
0
0 2 4 6 8

Concentracién de estandar

llustracion 11- Curva de calibracién de 6 puntos con un coeficiente de correlacién, R2 = 0,9902. Esta
curva esta expresada en términos de area bajo la curva contra concentracion de EGCG.
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4.6 DISCUSION

Con el extracto obtenido a partir de las hojas de té verde se realiz6 una
cromatografia en capa fina en diferentes concentraciones como se muestra en la
ilustracion 1, con el objetivo de identificar las diferentes catequinas y especialmente
la epigalocatequina galato, que constituye el antioxidante poli fendlico de mayor
proporcién del té verde y el responsable de la mayor parte de su actividad biolégica
(Babich, Zuckerbraun, & Weinerman, 2007).

El resultado de esta identificacion era importante, ya que si no se encontraban las

bandas caracteristicas de las mencionadas catequinas no seria ldgica su posterior
evaluacion sobre los cultivos celulares.

) } 0 E || C: s [
. . -
A 1 2 ;8 4 1 2 8 ., A B e ' -
C 1 2 3 4 1 2 3 4 D
a

llustracion 12- (a) Huella dactilar del té verde. (A) Flavonoides, (B) alcaloides, (C) amino acidos, (D)
polifenoles. Tomado de: high performance thin-layer chromatography for the analysis of medicinal
plants. (b) TLC realizado con el extracto de té verde.

b

Se puede observar en la ilustracion 12, en el cuadrante D que correspondiente a los
polifenoles que las bandas de separacion de la cromatografia son las mismas que
las que se obtuvieron en la muestra de extracto, es decir, la muestra contiene las
catequinas de interés.

De acuerdo a la metodologia que se planteé inicialmente, una vez que se habia
realizado la extraccion de las hojas de té verde se debia llevar a cabo un proceso
de liofilizacion, que se define como "la desecacion en la que se elimina el agua por
congelacion del producto hiumedo y posterior sublimacién del hielo en condiciones
de vacio. Al suministrar calor, el hielo sublima y se evita el paso por la fase liquida.”
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(kasper , Winter, & Friess, 2013). Este paso con el propdsito de convertir el extracto
en un polvo facilmente reconstituible y libre de solvente, para la posterior evaluacion
sobre las células Hela y CHO.

La liofilizacion se viene utilizando hace muchos afios, y es aun en este siglo el
método de eleccién para una amplia gama de aplicaciones farmacéuticas en
desarrollo y expansion. Tiene como ventaja que después de este proceso se obtiene
productos de redisolucion rapida, la forma y caracteristicas del producto final son
esencialmente las originales. Adicionalmente, es un proceso idéneo para sustancias
termolabiles y se obtiene un contenido muy bajo de humedad final. (kasper , Winter,
& Friess, 2013).

Sin embargo, no fue posible realizar este proceso debido a que el liofilizador de la
universidad se encuentra dafiado. Se buscéd adicionalmente el apoyo de
universidades como la javeriana y univalle, sin resultados positivos. Ante este
panorama, se tomo la decisién de concentrar el extracto hasta el maximo posible
por medio de un sistema de roto evaporacién con vacio con el objetivo de eliminar
la mayor cantidad de solvente posible. Para realizar este proceso se coloco el
extracto en un matraz de fondo redondo sin llenarlo completamente, sin superar las
tres cuartas partes del volumen total del recipiente. Se acopl6 al roto evaporador de
manera que pudiera rotar durante todo el proceso. Para calentar la solucién a
evaporar se utilizo un bafio de agua termostatizado donde la temperatura no excedi6
los 40-45 °C. Se mantuvo en este sistema durante 1 hora y 40 minutos, hasta que
el volumen habia disminuido radicalmente y se habian destilado 700 ml del solvente
con el que se realiz6 la extraccion, es decir, etanol.

Se debia tener especial cuidado en no provocar un sobrecalentamiento, ya que
seria un error grave debido a que segun (Vuong, Golding, Nguyen, & Roach, 2010),
la temperatura es un factor critico que afecta la estabilidad fisicoquimica de las
catequinas y en consecuencia se puede producir la epimerizacion de las mismas. A
temperaturas mayores a 90 °C la configuracién 2,3- cis de las catequinas sufre una
epimerizacion reversible a su epimero correspondiente 2,3- trans. Adicionalmente,
existe el riesgo de una degradacién y pérdida de la epigalocatequina galato
(metabolito de interés).
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EGCRI=CH R2=H GLRI=CHRZ=X
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ECRi=R2=H CRi=R2=H

llustracion 13- Epimerizacion de las catequinas
Opare Kennedy, D. Kojima , A. Hasuma, T. Yano ,Y. Otani, S. Matsui-Yuasa, I. (c.2001) Epimerizacion de
las catequinas. (Imagen) Growth inhibitory effect of green tea extract and (=)-epigallocatechin in Ehrlich
ascites tumor cells involves a cellular thiol-dependent activation of mitogenic-activated protein kinases.
PubMed.gov “Obtenido de: http://www.nchi.nIm.nih.gov/pubmed/113112092”.

Una vez que se habia realizado este paso, aun con las precauciones tomadas con
respecto a la temperatura, se realiz0 una cromatografia en capa fina de alto
rendimiento del extracto concentrado obtenido para garantizar que no habia
ocurrido una degradacion o epimerizacidbn que tuviera como consecuencia la
perdida de las catequinas. Como se puede ver en la ilustracion 2, se comparé con
un estandar de epigalocatequina galato y se obtuvo que aun después de la roto
evaporacion, el extracto seguia presentando la mancha a la altura caracteristica
dada por el estandar.

Adicionalmente, se utilizé el software imageJ (un programa de procesamiento de
imagen digital), para hallar las areas bajo la curva (tabla 1) en un barrido de seis
concentraciones del estandar y compararlas con las areas bajo la curva obtenidas
de tres concentraciones del extracto (tabla 2). A partir de estos datos, en la
llustracion 11, es posible semicuantificar la cantidad de epigalocatequina galato que
tiene el extracto concentrado teniendo en cuenta la ecuacion de la recta. La cantidad
aproximada de epigalocatequina galato presente en el extracto de té verde evaluado
fue de 0,732 pg/pl.

La curva de calibracibn mostrada en la ilustracion 11 presenta un coeficiente de
correlacion (R?) de 0,9902 por lo cual se acepta la linealidad de la curva, ya que r?
es mayor a 0.98 (Céaceres, 2007).

Simultaneamente, en el laboratorio de la universidad del valle, se descongelaron las

células Hela y las células CHO (células derivadas de ovario de hamster chino). Se
sembraron en botellas de cultivo de 25 cm? en 5 ml de medio y se incubaron. A los
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seis dias cuando alcanzaron una confluencia alta, es decir, habia poco espacio
entre las células se subcultivaron y se incubaron por 24 horas. Se realizé el conteo
de células por medio de la camara de Neubauer ya que era necesario controlar los
cambios en la densidad celular una vez se agregara el extracto de té; se sembraron
3 cajas de 24 pozos por cultivo en las cuales se agregaron 50.000 células por pozo
y se incubaron para que las células se adhirieran a la placa. Cuando se retiraron de
la incubadora al dia siguiente y se observaron, las células Hela presentaban un color
rosado claro caracteristico de este tipo de cultivo en medio. Sin embargo, las células
CHO mostraron un color entre blanquecino y amarillento que no se esperaba y que
no es caracteristico, lo que permitio concluir que el cultivo se encontraba
contaminado.

La contaminacion de lineas celulares bacteriana y fungica (incluyendo hongos y
levaduras se detecta facilmente, ya que estos organismos causan un aumento en
la turbidez, un cambio en el pH del medio (cambio de color del medio) y destruccion
de las células. A pesar que el medio de estas células (CHO) contenia antibiético
para precisamente prevenir este tipo de problemas, el uso habitual de antibiéticos
en cultivos conduce al desarrollo de organismos resistentes. (Mirjalili, Parmoor,
Moradi Bidhendi, & Sarkari, 2005). Segun la turbidez del medio y el color que
adquirio se llegé a la conclusion que la causa era de tipo biolégica y que
correspondia a hongos.

La introduccion de contaminacion a un cultivo puede darse por errores del operador,
por técnicas de manipulacion del cultivo, por la atmosfera, las superficies, los
materiales y por los medios. (Mirjalili, Parmoor, Moradi Bidhendi, & Sarkari, 2005)
Lo primero que es importante resaltar, es que la fuente de contaminacién no fue la
atmosfera de la incubadora, ya que alli también se encontraba el cultivo de células
Hela y este no se contamino. Por otro lado, siempre se utilizo la luz UV previo a la
utilizacion de la cabina de flujo laminar y se siguieron los protocolos de desinfeccion
previos y posteriores apropiados. De igual manera, los materiales empleados se
habian auto clavado antes de usarlos. De acuerdo a lo anterior, se infiere que alguna
técnica de manipulacion fue realizada incorrectamente o que el medio estaba
contaminado.

Los efectos adversos de la contaminacion en la linea de células de crecimiento
pueden ser problemas graves que causan la perdida de cultivos y experimentos
enteros o grandes catastrofes que afectan la validez del trabajo actual.

Como consecuencia de este hecho, el extracto concentrado de té verde solo se
evaluo en el cultivo de células Hela debido a que no se contaban con mas células
CHO, ni con mas recursos para adquirirlas nuevamente.

Se establecié que el extracto se evaluaria en seis concentraciones diferentes, se
asigno un blanco negativo que solo contenia las células y un blanco positivo que
fue el cisplatino. El estudio se disefi6 de tal forma que cada concentracion del
extracto, y cada blanco se evaluaria por triplicado y a su vez que el experimento se
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realizaria tres veces para que la confiabilidad del ensayo fuera mayor y para que los
resultados del andlisis estadistico posterior arrojara que correspondia a un ensayo
significativo, valido y reproducible.

Una vez se tenian las placas con las células adheridas, se agregoé la cantidad de
extracto y de cisplatino en los pozos rotulados y se incubaron a 37 °C y 5% de
humedad para que las células interactuaran con él te. Al sacarlas, se tripsinizaron
con el objetivo de desprenderlas de la placa y con la intencion de contarlas
nuevamente para tener un registro del cambio. Desafortunadamente, las células no
lograron desprenderse de la placa ni con la tripsinizacion, ni con asistencia
mecanica. Por lo tanto, no fue posible realizar el conteo comparativo por medio del
azul de Tripano y no se puede concluir si el extracto de té verde tiene propiedades
anticancerigenas o proliferativas debido a que las células murieron fijadas a la placa.
Este resultado se le atribuye al etanol que durante el proceso de roto evaporacion
no se logro eliminar, es decir, a la falta de liofilizacién del extracto.

Ante esta limitante se describirdn a continuacién los resultados esperados segun la
literatura y las recomendaciones oportunas para proyectos que pretendan evaluar
la evaluacién del extracto de camellia sinensis sobre cultivos celulares.

(Opare Kennedy, y otros, 2001), evaluaron el té verde sobre células tumorales
(erlich ascites tumor cells), en las mismas condiciones de temperatura y humedad
relativa que las utilizadas en este proyecto. De igual manera, utilizaron etanol para
disolver el extracto. En su ensayo de viabilidad celular realizado con azul de tripan
obtuvieron una disminucidn del crecimiento de las células tumorales, principalmente
cuando utilizaban solo el polifenol EGC (Epigalocatequina), tal y como se muestra
en la siguiente grafica:

120

1000 b

Cell viability (%)
- @ ®
(=] = =

=]
=

0 L
0 a0 100
Concentration (uz M)

llustracion 14- Efecto de los polifenoles del té verde sobre la viabilidad celular mediante la utilizacion
del azul de tripano.
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Opare Kennedy, D. Kojima , A. Hasuma, T. Yano ,Y. Otani, S. Matsui-Yuasa, |. (c.2001) Epimerizacion de
las catequinas. (Imagen) Growth inhibitory effect of green tea extract and (=)-epigallocatechin in Ehrlich
ascites tumor cells involves a cellular thiol-dependent activation of mitogenic-activated protein kinases.
PubMed.gov “Obtenido de: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/113112092”.

En cuanto a la especificidad de los componentes del té verde sobre células
cancerigenas y sanas, (Chen, Schell, Ho, & Chen, 1998), compararon la accion de
la epigalocatequina galato (EGCG) sobre fibroblastos humanos viralmente
transformados (WI38VA) con células normales (WI138). Ellos expusieron las células
a 200microM de EGCG por 8 horas y hallaron que méas del 50% de las células
WI38VA en un cultivo confluente se convirtieron en células apoptoticas. En
contraste, tiene muy poco o no tiene efecto sobre el crecimiento de las células sanas
(menos del 1% mostraron apoptosis bajo las mismas condiciones). Obtuvieron los
mismos resultados acerca de la inhibicion diferencial del crecimiento observando
lineas celulares de cancer humano colorectal (Caco-2) y cancer de seno (Hs578T)
y sus respectivas células sanas. Estas teorias se demostraron por medio de un
ensayo terminal de deoxinucleotidil transferasa. (Chen, Schell, Ho, & Chen, 1998).

Posteriormente, Carvalho y colaboradores (2010) realizaron pruebas con té verde
sobre lineas celulares renales (A-498 y 769-P), por medio de un ensayo MTT. Este
ensayo se basa en la " reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo
determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este método ha
sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular”.La cantidad de
células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido. Dentro de sus
resultados, obtuvieron que al evaluar 5 concentraciones del extracto, el té verde
inhibia el crecimiento de ambas lineas celulares renales de manera directamente
proporcional a la concentracion. El efecto inhibitorio estuvo entre rangos de 26% a
97% (Carvalho, Jer6nimo, Andrade, & Silva , 2010).

En estudios in vivo, se ha demostrado la misma tendencia. El efecto inhibitorio de
la epigalocatequina galato y en general del extracto de té verde fue evaluado sobre
el cancer previamente inducido en el duodeno, en el estbmago, y en el colon de
ratones. Los resultados que obtuvieron mostraron que las catequinas del té verde
inhibian la carcinogénesis del tracto gastrointestinal de los roedores. Los
investigadores determinaron que 1 g por dia de Camellia sinensis podria ser una
dosis efectiva, basandose en epidemiologia y hallazgos experimentales. (Yamane,
y otros, 1996).

Finalmente, se realiz6 una prueba sobre artemia salina para conocer la citotoxicidad
de las catequinas del té. Sin embargo, se evidencié nuevamente el problema
causado por no haber podido liofilizar el extracto. Pasadas las 24 horas posteriores
al sometimiento de las larvas a la accion del t€, el etanol habia fijado completamente
las larvas al fondo de cada pozo en todas las concentraciones evaluadas, matando
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el 100%.Las unicas larvas que sobrevivieron fueron las del blanco, a las cuales no
se les habia agregado el extracto.

Por lo expuesto, no fue posible determinar la citotoxicidad. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que la metodologia implementada en la oclusién de los
huevos, en la preparacion de las diluciones y en el conteo inicial de las larvas fueron
las correctas. Se tuvo ademas en cuenta que las larvas son ¢ptimas para este tipo
de pruebas después de 24 horas bajo la luz artificial y la simulacién con sal marina
y oxigeno de su habitat original.

De manera que, se expondran las ventajas de utilizar este tipo de organismo en
pruebas de citotoxicidad y que se esperaba del experimento.

Para empezar, se esperaba que el extracto matara un porcentaje de las larvas
dependiendo de la concentracion utilizada. En el caso que fuera altamente toxico,
(que no era lo esperado) podrian haber muerto la mayoria; pero no fijarse al pozo
completamente, ya que en este caso lo que sucedio fue que el etanol maté las larvas
y no los componentes del extracto.

Los estudios de evaluacion de citotoxicidad de extractos de plantas sobre células
tumorales, representan evidencias experimentales en la bdsqueda de nuevos
compuestos antitumorales. Estos ensayos han sido empleados de forma rutinaria
como métodos de tamizaje de extractos naturales y compuestos puros con
potencialidades en la terapia contra el cancer. (Singh & Katiyar, 2013)

Debido a la bioética, actualmente el uso de animales en laboratorios de pruebas
toxicoldgicas es limitado (Yajes, 1997), y la artemia salina es un crustaceo cuya
larva es sensible a multiples sustancias, se ha convertido entonces en una opcion
utilizarlas como un ensayo rapido y simple para predecir la toxicidad de extractos
de plantas.(Céaceres A. , 1996)

Algunos autores exponen que no existe correlacion entre los ensayos realizados
con las larvas y los efectos toxicologicos en el animal entero. (Caceres A. , 1996).
Sin embargo, (Ohno, y otros, 1997) realizaron la evaluacion toxicologica de 20
extractos de plantas usando métodos “in vivo” e “in vitro” que mostraron una buena
correlacién (r = 0,85 con p < 0.05), lo que sugiere que las larvas de artemia salina
constituyen un organismo modelo util.

Adicionalmente, a diferencia de un ensayo colorimétrico de LDH (el cual se habia
propuesto en el anteproyecto), este bioensayo ofrece un bajo costo, no requiere
extrema asépsis, y permite que una gran cantidad de muestras en diferentes
concentraciones sean probadas y procesadas adecuadamente.

Estudios realizados por (Babich, Krupka, Nissim, & Zuckerbraun, 2005), muestran

qgue la citotoxicidad de la epigalocatequina galato es mayor para las células
cancerigena que para las células sanas, y otros realizados por (Singh & Katiyar,
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2013), han sugerido que la EGCG, el compuesto mas abundante del té verde fue el
principal agente en la mediacion de las propiedades preventivas del cancer
atribuidas al té. Sin embargo, el resultado anterior no excluye las demas catequinas
ya gue ellos mismos lograron demostrar que la mezcla de polifenoles interactian
sinérgicamente sobre las células cancerigenas mediante un ensayo de la actividad
de la caspasa-3. Es de gran relevancia resaltar que este ultimo estudio en el cual
se esta haciendo énfasis fue realizado sobre células de la cavidad oral humana, que
como se menciono es el tipo de cancer sobre el cual se basa el motor de este
proyecto (HSC-2, HGF-2).

Las fallas en el equipo de liofilizacion y la falta de recursos econdémicos para nuevas
lineas celulares causaron resultados que no permiten concluir que las catequinas
del té verde tienen un efecto sobre células cancerosas o sanas, a pesar de las
soluciones que se plantearon ante las adversidades descritas con asesoria
profesional. Sin embargo, vale la pena incursionar en la reproducibilidad de la
metodologia propuesta en este proyecto para obtener evidencia concluyente sobre
los efectos de la planta camellia sinensis.
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4.7 CONCLUSIONES

Se extrajeron las catequinas del té verde, se identificd la epigalocatequina
galato, se semicuantific6 mediante una curva de calibracion realizada
mediante su estandar y se procesé mediante el software ImageJ.

Se determind que son necesarios ajustes en las metodologias de extraccion
para evitar que la accion del solvente impida evaluar los efectos de las
catequinas del té verde.

No fue posible determinar la accion proliferativa y/o anticancerosa del
extracto de camellia sinensis, debido a las limitantes econdmicas y de
procesos (costos de lineas celulares, equipos de liofilizacion, medios de
cultivo). Sin embargo, la revisién bibliografica da fuertes indicios de la accién
dependiente de la concentracion que tienen las catequinas del té verde,
especialmente la epigalocatequina galato, sobre la viabilidad celular
diferencialmente sobre células cancerigenas.

Es necesario contar con equipos y laboratorios éptimos, especialmente de

liofilizacion, ya que se considera que la omision de este proceso fue la
principal limitante para lograr los objetivos propuestos.
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4.8 RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar una extraccion acuosa del material vegetal con el fin
de evitar la fijacion de las células y las larvas causada por el etanol.

e Se recomienda liofilizar la muestra aun si el extracto es acuoso.

e Se recomienda utilizar antibidticos de amplio espectro en los medios de
cultivos de las células y seguir detenidamente los protocolos de técnica
aséptica para evitar contaminaciones.

e Se recomienda monitorear constantemente cambios morfolégicos, de colory
de pH en los frascos de cultivo de las células, para detectar indicios de
contaminacion.

e Se recomienda seguir utilizando las larvas de artemia salina para realizar la
prueba de toxicidad, ya que supone un ahorro de tiempo y recursos, debido
a su simplicidad y rapidez.

e Se recomienda retomar el proyecto, ya que si bien el té verde no constituye
la solucion definitiva al cancer como tal, si hay indicios que permiten
considerarlo como un tratamiento paleativo y que mejoraria la calidad de vida
de los pacientes con cancer oral y bucofaringeo tratados en la Fundacion
Valle del Lili inicialmente.
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