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DESCRIPCION

Extracto acuoso de hojas y vainas de Ceratonia siliqua que contiene polifenoles con actividades antioxidante y
antitumoral.

La presente invencién se refiere a un extracto acuoso de hojas y vainas de Ceratonia siliqua que contiene poli-
fenoles (dcido galico, galato de (-)-epigalocatequina, galato de (-)-epicatequina) con actividad antioxidante y posible
actividad antitumoral, 1til para la preparacién de composiciones farmacéuticas, complementos dietéticos o preparacio-
nes extemporaneas para uso alimentario. Dicho extracto se caracteriza por un alto contenido en polifenoles asi como
por la ausencia de sustancias estimulantes del sistema nervioso central, tales como cafeina y teofilina.

Antecedentes de la técnica

Segtin numerosos articulos de la bibliografia, una dieta rica en frutas y verduras contribuye aparentemente a la
prevencion de tumores del tracto gastrointestinal [J.M. Pezzetto, Biochem. Pharmacol. 53:121-123, 1997]. De hecho,
las verduras contienen varios compuestos con actividades antioxidante y antitumoral, entre otros flavonoides y polife-
noles, que se considera que pueden interferir con el sistema microsémico hepdtico, evitando que active las sustancias
cancerigenas que se encuentran en los alimentos y el entorno.

Los flavonoides son un grupo heterogéneo de polifenoles vegetales (mds de 4000) que comparten una estructura
de benzopirano. Constituyen pigmentos (colores naranja, rojo y azul) de diversos vegetales (flores, frutos, hojas) y
son importantes factores para el crecimiento, desarrollo y proteccién de las plantas. Los principales flavonoides con
actividad antioxidante presentes en vegetales son: (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina y los corres-
pondientes ésteres del dcido gélico: galato de (-)-epicatequina y galato de (-)-epigalocatequina [Blot et al. Am. J.
Cancer Prevention 62:1477-82, 1992].

Varios estudios notificaron la actividad antitumoral de estos compuestos [Cao Y. y Cao R. Nature 398: 391, 1999],
en particular del galato de (-)-epigalocatequina (EGCG). EGCG toma parte en:

- la regulacioén del ciclo celular, en particular a través de la inhibicién de la mitosis dependiente de la dosis
bloqueando células en la fase GO-G1;

- la induccién de la apoptosis (muerte celular programada) en diversas células tumorales, pero no en las
células normales. Este proceso es importante para mantener los equilibrios de proliferacién y crecimiento
celulares. De hecho, el crecimiento de células tumorales se debe a que escapan de los mecanismos de
control normales, que también actdian a través de la regulacion de la apoptosis;

- la inhibicién de la urocinasa, una enzima proteolitica que permite que las células tumorales invadan las
células adyacentes y formen metdstasis;

- la inhibicién de la angiogénesis;
- la eliminacién de radicales libres gracias a su alto poder antioxidante.

Entre los productos vegetales comercialmente disponibles, los tés verdes y negros tienen actividades antioxidantes
y antitumorales, debido a sus altos contenidos en flavonoides; sin embargo, no todos los individuos pueden tolerarlos
debido a la presencia de sustancias estimulantes tales como cafeina y teofilina. Por tanto, serian valiosos productos
vegetales que contengan flavonoides pero estén libres de cualquier sustancia estimulante, para su uso en la prevencién
y/o el tratamiento de enfermedades degenerativas y, en particular, de tumores [Fujiki H. ef al. Nutrition Reviews 54:
67-70, 1996]. Cantalejo [Polyphenol Communications 98, 1998, pags. 27-28] describe la actividad antioxidativa y
anticancerigena de los polifenoles condensados presentes en el extracto de vainas de algarrobo.

La presente invencion se refiere a un extracto acuoso que tiene un alto contenido en polifenoles mientras que esta
libre de sustancias estimulantes, obtenido del algarrobo (un 4rbol de hoja perenne con follaje amplio, que pertenece al
orden Rosales, familia Papillionacee, subfamilia Cesalpinoidee, género Ceratonia, especie Ceratonia siliqua).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién se refiere al uso de un extracto seco o acuoso de hojas y vainas de Ceratonia siliqua (al-
garrobo), que contiene polifenoles, para la preparacion de composiciones farmacéuticas, complementos dietéticos o
preparaciones extemporaneas para uso alimentario, que tienen actividad antioxidante y posible actividad antitumoral.
El término “polifenoles” en el presente documento significa preferiblemente dcido gélico, galato de (-)-epigalocate-
quina y galato de (-)-epicatequina.

La presente invencion se refiere ademads al procedimiento para la preparacion de dicho extracto.

Se infunden la harina u hojas y vainas de algarrobo en agua destilada caliente durante 15 min., preferiblemente en
una razén de 1 g de hojas o harina con respecto a 50-200 ml de agua, lo mas preferiblemente 1 g de hojas o harina
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con respecto a 100 ml de agua. Entonces, se centrifuga el extracto acuoso y se filtra. Se obtiene opcionalmente un
segundo extracto acuoso infundiendo adicionalmente el residuo de centrifugacién. Se evaporan el extracto acuoso o
los extractos acuosos combinados para obtener un extracto seco, que consiste Unicamente en sustancias solubles en
agua y que, por tanto, puede disolverse ficilmente y es muy adecuado para la preparacion de formulaciones tales
como sobres, jarabes, capsulas. Este extracto estd libre de sustancias estimulantes del sistema nervioso central: como
consecuencia, se tolera bien y no requiere procedimientos de desteinacién o descafeinizacién costosos.

Segtin una realizacién preferida de la invencidn, se prepara el extracto infundiendo 1 g de hojas o harina de vainas
de algarrobo en 100 ml de agua destilada caliente durante 15 min. Entonces se centrifuga el extracto acuoso a 13.000
rpm durante 10 min. y se filtra a través de filtros de PTFE de 0,22 um. Se obtiene un segundo extracto repitiendo el
procedimiento con el residuo de centrifugacion.

Las hojas y vainas de algarrobo contienen bastante cantidad de polifenoles, principalmente catequinas (4dcido géli-
co, galato de (-)-epicatequina, galato de (-)-epigalocatequina), que se han separado y purificado mediante cromatogra-
fia (HPLC). Las cantidades obtenidas son (tabla n° 1, ejemplo 2) de 6,28 mg/g de hojas secas para las hojas y de 1,36
mg/g de harina para la harina de vainas, respectivamente.

Las pruebas bioldgicas llevadas a cabo usando las catequinas mencionadas anteriormente manifestaron una marca-
da reduccion dependiente de la dosis en la proliferacion de cultivos de células tumorales hepdticas. La figura 1 muestra
las actividades dependientes de la dosis de EGCG (a) y EGC (b) sobre la inhibicién de la proliferacién celular en célu-
las tumorales de higado tras una exposicion de 24 horas (puntos blancos) y 48 horas (puntos negros). El galato de (-)-
epigalocatequina (EGCG) y el galato de (-)-epicatequina (ECG) inhiben la proliferacién ya a concentraciones de 40
pg/ml, alcanzando la actividad maxima a concentraciones de 80 pg/ml. Ademads, dicha reduccién resultd ser superior
para los tratamientos de 48 horas en comparacion con los tratamientos de 24 horas.

Ademds, las catequinas a concentraciones de 80 pg/ml inducen apoptosis provocando un aumento significativo en
la actividad proteasa de la caspasa 3 en comparacién con células no tratadas. La figura 2 muestra la activacién de la
actividad proteasa ejercida por ECG y EGCG solos y en combinacién con un inhibidor especifico de la caspasa 3 (Z-
VAD-FMK) expresada como unidades arbitrarias referidas a la densidad 6ptica de la instrumentacién usada.

La invencion se ilustra con mayor detalle mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1
Preparacion de patrones y muestras

Se prepararon patrones que consistian en una mezcla de (+)-catequina (C), (-)-epicatequina (EC), 3-galato de (-)-
epigalocatequina (EGCG), 3-galato de (-)-epicatequina (ECG), 4cido gdlico (GAc), teofilina (T), cafeina (Ca), cido
clorogénico (ClAc), 4cido cafeico (Cac), catecol (Ct) y extractos de té, que contienen teaflavina, 3-monogalato de
teaflavina, 3’-monogalato de teaflavina y 3,3’-digalato de teaflavina (con una pureza >8 0%), disolviendo cantidades
conocidas de todos los analitos en la fase movil usada para la separacién cromatografica de modo que se alcanzan
concentraciones de desde 0,3 hasta 500 ug/ml. Se prepararon muestras infundiendo 1 g de hojas o harina de vainas
de algarrobo en 100 ml de agua destilada caliente durante 15 min. Después, se centrifugé el extracto acuoso a 13.000
rpm durante 10 min., luego se filtr6 a través de filtros de PTFE de 0,22 um. Se obtuvo un segundo extracto acuoso a
partir del residuo de centrifugacion.

Ejemplo 2
Andlisis cromatogrdfico

Se llevé a cabo la separacién cromatografica con una columna analitica Microsorb RP-C g 100 A (250 X 4,6 mm),
termostatizada a 40°C, usando un gradiente con una composicién de partida: 68% de agua, 22% de 4cido fosférico
al 0,5%, 4% de acetonitrilo y 6% de metanol, aumentando linealmente los disolventes organicos con un flujo de 1
ml/min. Se registraron de manera continua los espectros de absorciéon UV-Vis (1 = 198-708 nm) y se identificaron los
picos de absorcién de las muestras comparando los tiempos de retencién y los espectros UV-Vis con los del patrén.
Se us6 el area de pico a 205 nm para establecer curvas de calibracién.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2321 172 T3

TABLA 1

Cuantificacion de catequinas mediante andlisis cromatogrdfico

HOJAS DE ALGARROBO HARINA DE ALGARROBO

mg/g £ DE* mg/g * DE*

12 infusién 22 infusién Total | 12 infusidn 2% infusidén Total

GAcC 3,34 £ 0,032 0,96 %= 0,020 4,30 0,87 + 0,000 0,33 + 0,007 1,20

EGC - - - 0,05 % 0,000 0,01 = 0,001 0,06
C - - - 0,01 + 0,000 - 0,01
EGCG | 1,23 + 0,409 0,28 + 0,030 1,51 | 0,01 * 0,000 - 0,01
EC - - - - - -

ECG 0,47 + 0,095 - 0,47 10,06 £ 0,000 0,02 £ 0,004 0,08
Total | 5,04 + 0,395 1,24 + 0,049 6,28 | 1,00 + 0,008 0,36 + 0,002 1,36

* = Medias y desviaciones estdndar para 3 determinaciones

Ejemplo 3
Experimentacion farmacoldgica
Cultivos celulares

Los cultivos de células tumorales (T1) usados en las pruebas derivan de carcinoma hepatocelular de ratones trans-
génicos, en los que se habia inducido una sobreexpresién del c-myc y TGFae. Se mantuvieron las células en medio
DMEM libre de L-glutamina, HAM F 12 que contenia galactosa 1 mg/ml, HEPES 18 mM, piruvato de Na 5 mM,
prolina 30 mg/Ml, ITS 100 X, glutamina 2 mM, 0,1% de gentamicina (Sigma-Aldrich, Italia) y se afiadié un 10% de
FBS. Se cultivaron las lineas celulares en placas de poliestireno (Dasit, Italia).

Ensayo de proliferacion celular

Se sembraron en placa células T1 en placas de 96 pocillos a una concentracién de 10.000 células/pocillo y se deja-
ron sedimentar durante 4-5 horas. Entonces se incubaron las células en EGCG o ECG a una concentracién de 20, 40,
60, 80, 160 pg/ml durante 24 y 48 horas. Se diluyeron las sustancias con el medio de cultivo partiendo de disoluciones
madre (disolucién acuosa para EGCG y disolucién acuosa-etandlica (1:1) para ECG). Se trataron las células control
con disoluciones que contenian etanol en cantidades correspondientes a las de las muestras que contenian catequinas.
Tras 24 6 48 horas, se midi6 colorimétricamente la proliferacién usando un kit especifico (ensayo de proliferacion
celular Cell Titer Aqueous, Promega) que hace uso de una reaccién de transformacién colorimétrica de MTS (sal de
tetrazolio) incoloro en formazédn coloreado por células vivas, en proliferacién. Se llevd a cabo la cuantificacioén del
formazan mediante anélisis espectrofotométrico a A = 490 nm.

Evaluacion de la activacion de la caspasa 3

Se determind la actividad proteasa de la caspasa 3 en lisados celulares usando un kit de Promega. Se trataron las
células T1 con EGCG y ECG (80 pg/ml) solos o en combinacién con un inhibidor de la caspasa (Z-VAD-FMK) durante
24 6 48 horas. Después, se afiadié un sustrato colorimétrico (DEVD-pNA) que puede manifestar actividad proteasa.
Tras incubacién durante 4 horas a 37°C, se determiné la actividad proteasa mediante andlisis espectrofotométrico
aA1=405nm.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un extracto acuoso de hojas y vainas de Ceratonia siliqua que contiene flavonoides para la preparacion
de medicamentos, complementos dietéticos o productos alimenticios con actividades antioxidante y antitumoral.

2. Uso segun la reivindicacién 1, en el que el extracto de Ceratonia siliqua es un extracto seco.

3. Uso de un extracto segun las reivindicaciones 1-2, en el que los flavonoides son 4cido galico, galato de (-)-
epigalocatequina, galato de (-)-epicatequina.

4. Procedimiento para la preparacion de extractos de hojas y vainas de Ceratonia siliqua que contienen flavonoides,
que comprende las siguientes etapas:

a) infundir las hojas o la harina de vainas en agua destilada caliente;

b) centrifugar el extracto acuoso;

¢) filtrar el extracto acuoso;

d) eliminar por evaporacioén el agua;

e) repetir opcionalmente las etapas a)-d) con el residuo de centrifugacion de la etapa b).

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que se usan de 50 a 200 ml de agua por 1 g de hojas o harina de
vainas.

6. Procedimiento segtin la reivindicacién 4, en el que se usan 100 ml de agua por 1 g de hojas o harina de vainas.
7. Extractos que pueden obtenerse mediante el procedimiento segtin las reivindicaciones 4-6.

8. Preparaciones farmacéuticas, complementos dietéticos o productos alimenticios que contienen el extracto segtin
la reivindicacién 7.
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Figura 1
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