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DESCRIPCION

Composicién farmacéutica que comprende una catequina, acido ascérbico, prolina y lisina para el tratamiento de
enfermedades neoplésicas.

La presente invencion se refiere al uso de un compuesto de catequina seleccionado de epicatequinas, epigalocate-
quina, galato de epicatequina y galato de epigalocatequina en combinacién con dcido ascorbico, lisina y prolina para
la preparacion de una composicién farmacéutica para el tratamiento de enfermedades neoplésicas.

Los compuestos polifendlicos, también conocidos como catequinas, estin presentes en el té verde y se ha sugerido
que proporcionan proteccion frente a diversas enfermedades incluido el cancer (Mukhtar H., Ahmed N. Am. J. Clin.
Nutr. 71: 1698S5-1702S (2000)). Sadzuka et al. mostraron que la administracién por via oral de té verde realzaba los
efectos de la doxorrubicina de inhibir el tumor en los ratones.

La actividad anti-cdncer de las catequinas puede relacionarse con sus efectos en varios factores involucrados en la
proliferacion de células cancerosas y su metdstasis. Se demuestra que las catequinas causan una parada del ciclo celular
en las células de carcinoma humano (Ahmad N., Feyes D.K., Nieminen A.L., Agarwal R., Mukhtar H.J. Natl. Cancer
Inst. 89: 1881-1886 (1997)). Se demuestra que la fraccién polifendlica del té verde protege contra la inflamacién y las
citoquinas inducidas por los tumores.

Los compuestos polifendlicos estan presentes en un 30% del peso seco en el té verde. Incluyen flavanoles, flavan-
dioles, flavonoides y 4cidos fendlicos. Los flavanoles son los mds abundantes entre los polifenoles en el t€ verde y se
conocen comuinmente como catequinas. Hay cuatro catequinas principales en el té verde: 1) (-)-epicatequina, 2) (-)-
epitecatequina-3-galato, 3) (-)-epigalocatequina y 4) (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG). Entre las catequinas, el
EGCQG es el principal constituyente polifenélico presente en el té verde.

El EGCG es un potente compuesto antioxidante (J. Cell. Biochem. 265: 236-257 (1996)) y puede atribuirse a la
actividad antitumoral del té verde. Se informé que los compuestos de catequina ejercen su actividad antimetastdsica
impidiendo el proceso de angiogénesis (Cao Y., Cao R. Nature 398:381 (1999). También se ha demostrado que el
EGCG interfiere en la actividad de la uroquinasa (activador u-plasmindgeno), una de las enzimas mas frecuentemente
expresadas en los canceres humanos (Jankun J., Selman S.H., Swiercz R., Skrzypczak J.E. Nature: 387-567 (1997)).

Sin embargo, se establece que la biodisponibilidad de polifenoles en los humanos es extremadamente baja (Chen
L., Lee M.J., Yang C.S. Drug Metab. Dispos. 25: 1045-1050 (1997); Yang C.S., Chen L., Lee M.J., Balentine D.A.,
Kuo M.C., Schantz S. Cancer Epidemol. Biomark. Prev. 7:351-35 (1998); Bell J.R., Donovan J.L.,Wong R., Water-
house H., German J.B., Walzem R.L., Kasim K. Am. J. Clin. Nutr. 71:103-108 (2000); Sherry Chow H.H., Cai Y.,
Alberts D.S., Hakim I., Dorr R., Shahi F., Crowell J.A., Yang S.C., Hara H. Cancer Epidemol. Biomark. Prev. 10:
53-58 (2001)). La baja concentracion de tejido reduce ampliamente el valor terapéutico de los polifenoles incluido el
EGCG. Hay una constante necesidad de encontrar una mejor composicién que contenga polifenoles que sea eficaz en
el tratamiento de las enfermedades neoplasicas. Sorprendentemente, los autores de la invencién han encontrado una
composicién que comprende catequinas, dcido ascérbico, prolina y lisina que pueden ejercer una potente actividad
antiproliferativa y antimetastésica frente a las enfermedades neopldsicas.

La presente invencién se refiere a un uso de una composicién de sustancias bioquimicas que comprende una
catequina, dcido ascérbico, prolina y lisina que son eficaces en el tratamiento de las enfermedades neoplasicas.

La presente invencion se refiere a un uso de una composicién de sustancias bioquimicas que comprende una
catequina, dcido ascorbico, prolina y lisina que son eficaces en inhibir una metaloproteinasa de la matriz.

La presente invencién se refiere a un uso de una composicion que comprende un compuesto de catequina, acido
ascorbico, prolina y lisina para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de enfermedades neoplésicas
relacionadas con la excesiva degradacion de la matriz extracelular.

La Fig. 1 representa los efectos inhibidores del EGCG sobre la proliferacion celular de células de cancer de mama
(MDA-MB 231).

La Fig. 2 representa los efectos inhibidores sinergisticos de la combinacién del EGCG, 4cido ascoérbico, prolina y
lisina sobre la proliferacién celular de las células de cdncer de mama (MDA-MB 231).

La Fig. 3 representa los efectos inhibidores sinergisticos de la combinacién del EGCG, 4cido ascérbico, prolina y
lisina sobre la proliferacion celular de células de cancer de colon (HCT116).

La Fig. 4 representa que el EGCG (20 ug/ml) inhibe la invasién de Matrigel por las células de cdncer de mama
en aproximadamente un 25%. Una combinacién de dcido ascérbico, prolina y lisina inhibe aproximadamente el 65%.
Una combinacién de dcido ascorbico, prolina y lisina con EGCG (20 ug/ml) inhibe completamente (aproximadamente
100%) la invasién de Matrigel.
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La Fig. 5 representa que la combinacién de dcido ascérbico, prolina y lisina con EGCG (20 ug/ml) inhibe siner-
gisticamente el uso al 100% de la invasién de Matrigel por las células de melanoma (A2058).

La Fig. 6 representa un zimograma que muestra que el EGCG disminuye la actividad de la MMP?2 secretada por
las células del cdncer de mama.

La Fig. 7 representa la morfologia normal de las células de melanoma después de un ensayo de invasién de Matri-
gel.

La Fig. 8 representa los cambios inducidos por la combinacién de dcido ascorbico, prolina y lisina en la morfologia
de las células de melanoma.

La Fig. 9 representa los efectos apoptéticos de la combinacién de 4cido ascorbico, prolina y lisina con EGCG.

En otra realizacién, la presente invencion se refiere a un uso de una composicién que comprende catequinas presen-
tes en los extractos del té y del vino tinto en combinacién con otros constituyentes dietéticos, para efectos sinergisticos,
frente a las enfermedades neopldsicas. Los constituyentes dietéticos cubiertos por esta aplicacién incluyen, pero no se
limitan a los detallados en esta solicitud.

Los compuestos de catequina pueden usarse en combinacién con vitamina E, glutatién, con otros flavinoides, con
agentes facilitadores como 4cido félico y con metales como selenio que se conocen por modificar adecuadamente la
actividad de metaloproteinasas de la matriz, permitiéndonos reducir la concentracién eficaz a la que el EGCG puede
manifestar su actividad anti-tumoral.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un uso de la composicién que comprende catequinas que es
eficaz en reducir la transformacién de células corporales normales en células cancerosas.

En otra realizacién, la presente invencién se refiere a un uso de la composicién que comprende catequinas que
es eficaz en prevenir la proliferacién celular de células cancerosas y en reducir la sintesis, secrecion y/o actividad de
varias metaloproteinasas de la matriz que digieren la matriz-extracelular (ECM).

En otra realizacidn, la presente invencion se refiere a la prevencion y tratamiento de estados neoplésicos en los que
la composicién que comprende catequinas, dcido ascérbico, prolina y lisina puede ser administrada por via oral o por
uso tépico.

La presente invencion se describe en mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos.

Condiciones Generales Experimentales
(a) Estirpes de Células
En los estudios se usaron las siguientes estirpes de células de cancer obtenidas a partir de ATCC:
(i) Células MDA-MB 231 de cancer de mama humano

(i) Células HCT 116 de cancer de colon humano

(iii) Células A 2058 de melanoma humano

(b) Estudios de la Proliferacion Celular

Para estudiar los efectos de catequinas y composiciones dietéticas sobre la proliferacion celular de las células de
cancer humano, se cultivaron varias estirpes de células de cincer humano en placas de 24 pocillos usando las condicio-
nes de cultivo especificadas por ATCC (suministrador de estirpes de células). Las células se incubaron generalmente
de 3 a 4 dias (antes de que se alcanzara la coalescencia). El nimero total de células en un pocillo de cultivo se determi-
né tifiendo las células con tinte vital (MTT) seguido de la determinacién de la OD de la solucién de tincién. El MTT
sdlo tifie las células muertas y la cantidad de absorcién del tinte se correlaciona con el ndmero de células muertas en
el cultivo. El porcentaje de inhibicién se calculé comparando la OD de los grupos de tratamiento con la OD de los
grupos de referencia.

(c) Estudios de la Invasion del Matrigel

Los estudios de la Invasion del Matrigel se llevaron a cabo usando insertos de Matrigel (Becton Dickinson) en
placas compatibles de 24 pocillos. Este ensayo es un ensayo fiable para evaluar la metéstasis del cancer.
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Las células de fibroblasto humano se sembraron y se dejaron crecer en las placas de 24 pocillos usando un medio
de cultivo que contenia ~10% de suero. Cuando los fibroblastos alcanzaron la coalescencia, el medio de cultivo con
suero se retird y se sustituy6 con medio de cultivo de nueva aportacion sin el suero. Al medio de cultivo sin suero se
afiadi6 una combinacién de compuestos de catequina mas la composicién dietética y las células de cdncer humano se
sembraron en la superficie superior de los insertos del Matrigel.

Después de 18 horas, los medios de cultivo se retiraron. Algunos medios de cultivo se guardaron para estudios
de zimograma. Las células sobre la superficie superior de los insertos se quitaron restregando suavemente con una
escobilla de algodén. Las células que habian penetrado la membrana de Matrigel y que habfan migrado a la superficie
superior de Matrigel se tifieron con Quick Stain y se contaron bajo el microscopio.

(d) Estudios de Zimograma

El medio de cultivo (25-30 ul) de los estudios de Invasién de Matrigel se aplicé a geles para zimograma Novex
(Invitrogen). Las placas de gel se desarrollaron y se tifieron como recomienda el fabricante. Las bandas de metalopro-
teinasas de la matriz (MMP) se identificaron en base a sus pesos moleculares conocidos.

(e) Estudios Morfologicos

La morfologia de las células de cdncer humano que habian migrado a la superficie inferior de la membrana de
Matrigel se tifié con Tinte Rapido (Quick Stain) y se fotografiaron bajo el microscopio (100X).
Ejemplo 1

Efectos Inhibidores del Galato de Epigalocatequina (EGCG) sobre la Proliferacion Celular de Células de Cdncer de
Mama Humano (MDA MB 231)

En estos estudios, 5 x 10* células de cancer de mama (MDAMB 231) se sembraron en cada uno de los pocillos de
la placa de 24 pocillos. El grupo de referencia se refiere a células de cdncer de mama que se desarrollaron en medio
de cultivo Liebovitz suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS). El grupo se tratamiento se refiere a células
de cancer de mama que se dejaron para que se desarrollaran en medio de cultivo Liebovitz suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS) mas 0, 10, 20, 50, 100 6 200 mg/ml de EGCG. Las placas se incubaron al aire del ambiente
(sin CO, suplementario) durante un periodo de 4 dias.

Al final del periodo, el medio de cultivo se retird y las células en cada pocillo se tifieron con la MTT. El exceso
de tinte de MTT se retiré mediante lavado. Las células de cédncer tefiidas con MTT se disolvieron en 1 ml de solucién
DMSO. La densidad éptica (OD) de la solucidén se determiné para cada pocillo. La OD del pocillo era directamente
proporcional al nimero de células muertas. La OD de las células de cancer tefiidas con MTT, que se cultivaron
previamente en ausencia de EGCG, se us6 como referencia y se consideré como 100. El porcentaje de inhibicién se
calcul6 usando la férmula: % de Inhibicién = (OD de Referencia - OD del Tratamiento de Ensayo)/OD de Referencia
X 100%.

El EGCG a 20, 50, 100 y 200 pg/ml provocé, respectivamente, un inhibicién de 3, 34, 66 y 70% de la proliferacion
celular de células de cancer humano (Fig. 1). El EGCG a 10 ug/ml no inhib{a la proliferacién celular.

Ejemplo 2

Efecto Inhibidor de una Combinacion de Acido Ascérbico, Prolina y Lisina con Varias Concentraciones de EGCG
sobre la Proliferacion Celular de Células de Cdncer de Mama Humano (MDA MB 231)

El procedimiento general de estos estudios permanece siendo el mismo que en el Ejemplo 1.
En estos estudios, el medio de cultivo basal se suplement6 con lo siguiente:
i) 4cido ascoérbico (100 uM) + prolina (140 uM);
ii) 4cido ascorbico (100 uM) + prolina (140 M) + Lisina (400 uM);
iii) dcido ascérbico (100 uM) + prolina (140 uM) + Lisina (400 M) mas 20 mg/ml de EGCG;
iv) dacido ascérbico (100 uM) + prolina (140 uM) + Lisina (400 uM) mas 50 mg/ml de EGCG; o

v) dcido ascérbico (100 uM) + prolina (140 uM) + Lisina (400 uM) mas 100 mg/ml de EGCG.
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El 4cido ascorbico + prolina no causé ninguna inhibicién de la proliferacién celular. El dcido ascérbico + prolina
+ lisina inhibia la proliferacién celular en aproximadamente un 14% (Fig. 2). Una combinacién de 4cido ascérbico +
prolina + lisina mas 20 pg/ml de EGCG caus6 una inhibicién del 20% (Fig. 2). 20 ug/ml de EGCG solo caus6 sélo
una inhibicién del 3% (Ejemplo 1). Asi, una combinacién de 4cido ascérbico, prolina y lisina actiia sinergisticamente
con EGCG para inhibir la proliferacién de las células cancerosas.

Ejemplo 3

Efectos Inhibitorios de una Combinacion de Acido Ascérbico, Prolina y Lisina con Varios Niveles de EGCG sobre la
Proliferacion Celular de Células de Cdncer de Colon Humanas (HCT116)

En este estudio, las células de cancer de colon humané se desarrollaron en medio de cultivo SA de McCoy con
10% de suero fetal bovino en atmésfera al 5% en CO, El procedimiento general y el tratamiento investigados fueron
los mismos que se usaron en el Ejemplo 2.

Una combinacién de dcido ascérbico, prolina y lisina con EGCG increment6 sinergisticamente los efectos inhibi-
dores sobre la proliferacion celular desde 0% a 31% a 20 ug/ml de EGCG y hasta aproximadamente 95% a 50 ug/ml
de EGCG (Fig. 3).

Efectos inhibidores de EGCG y una combinacion de dcido ascorbico, prolina y lisina sobre la invasion de matrigel
por células cancerosas

Ejemplo 4

Efectos Inhibidores de Niveles Escalonados de EGCG y Combinacion de Acido Ascérbico, Prolina y Lisina con Varios
Niveles de EGCG sobre la Invasion a Través de Matrigel por Células de Cdncer de Mama (MDA MB 231)

El procedimiento general del ensayo de la Invasion de Matrigel se ha descrito anteriormente. En este ensayo, las
células de céncer de mama humano (5 x 10*) se sembraron en cada inserto. Varios suplementos se afiadieron al medio
de cultivo Leibovitz. Las placas se incubaron en un incubador al aire del ambiente sin CO, suplementario.

Una composicién que comprende de 20 a 50 ug/ml de EGCG en el medio de cultivo inhibi6 la invasién por células
de cancer de mama en aproximadamente un 26% y un 100%, respectivamente. Mientras el dcido ascérbico (100 uM)
+ prolina (140 uM) + lisina (400 M) en el medio de cultivo caus6 un 65% de inhibicién, una combinacién de acido
ascorbico (100 uM) + prolina (140 M) + lisina (400 uM) més 20 pug/ml de EGCG inhibia completamente (inhibicién
del 100%) la invasién por células cancerosas (Fig. 4).

Ejemplo 5

Efectos Inhibidores de Niveles Escalonados de EGCG y combinacién de Acido Ascérbico, Prolina y Lisina con Varios
Niveles de EGCG sobre la Invasion a Través de Matrigel de Células de Melanoma Humano (A2058)

El procedimiento general para el ensayo de Invasién de Matrigel se ha descrito anteriormente. Las células de
melanoma humano (A2058) (5 x 10*) se sembraron en cada inserto. Varios suplementos se afiadieron a DMEM. Las
placas se incubaron en un incubador en una atmésfera al 5% de CO,.

Mientras una combinacién de 4cido ascérbico (100 uM) + prolina (140 uM) + Lisina (400 uM) causaba s6lo 13%
de inhibicién, una combinacién de 4cido ascérbico (100 M) + prolina (140 M) + Lisina (400 M) mas 20 ug/ml de
EGCG impedia completamente la invasion de células de melanoma a través del Matrigel (Fig. 5).

Estudios de zimogramas
Ejemplo 6

Efectos de Niveles Escalonados de EGCG sobre la Produccion de MMP2 de Células de Cdncer de Mama Humano
(MDA MB 231)

Los medios de cultivo de varios tratamientos en el ensayo de invasiéon de Matrigel (Ejemplo 4) se aplicaron a gel
para zimogramas Novex (Invitrogen). Las placas se desarrollaron y se tifieron segin se recomienda por el fabricante.
Las bandas de matrix-metaloproteinasas (MMP) se identificaron en base a sus pesos moleculares conocidos (Fig. 6).

El zimograma del medio de cultivo de los ensayos de la invasion del Matrigel indic6 que 20 ug/ml de EGCG en
el medio de cultivo reducian la producciéon de MMP2 e inhibian completamente la produccién de MMP9 (Fig. 6). A
concentraciones de 50 ug/ml y 100 ug/ml de EGCG, las actividades tanto de MMP2 como de MMP9 se inhibieron
completamente (Fig. 6).
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Morfologia celular
Ejemplo 7

Efectos de EGCG y una Combinacién de Acido Ascérbico, Prolina y Lisina sobre la Morfologia Celular de Células
de Melanoma Humano (A2058)

Las micrografias de las células cancerosas en medio de cultivo basal a medida que migran a través del Matrigel
se mostraron en la Fig. 7. La inclusién de la combinacién de 4cido ascérbico (100 uM) + prolina (140 uM) + lisina
(400 uM) en el medio de cultivo alteré la morfologia de las células (Fig. 8). La distensién de las células, con distintos
alargamientos del nicleo, fue evidente. La adicién de 20 ug/ml de EGCG a la combinacién de 4cido ascérbico (100
uM) + prolina (140 uM) + lisina (400 uM) en el medio de cultivo causé cambios apoptéticos extensivos (Fig. 9).

Estos descubrimientos descritos en los Ejemplos 1-7 indicaron que el EGCG ejercia un fuerte efecto sinergistico
cuando el EGCG se usaba con una combinacién de dcido ascérbico + prolina + lisina. Por lo tanto, estos estudios
mostraban un efecto sinergistico sorprendente de una combinacién de EGCG y acido ascérbico + prolina + lisina
haciéndole posible tomar una total ventaja de la actividad anti-proliferativa y anti-metastdsica de EGCG a niveles
comparativamente bajos de su concentracion en el tejido.

Por consiguiente, los actuales descubrimientos tienen una inmensa importancia ya que pueden llevar a un nivel
eficaz de catequinas cercano a los que pueden lograrse en los tejidos.

Se ha sugerido que la proliferacién de células cancerosas y la regulacién por incremento de sus enzimas estan
causadas por una concentracién incrementada de especies de oxigeno reactivo (ROS). En esta situacién, el uso de
combinaciones de varios antioxidantes bioldgicos tales como los tocoferoles, carotinoides junto con otros agentes
facilitadores como ubiquinoles, bioflavonoides, dcido lipoico, carnitina, proporcionardn una mezcla sinergistica mas
potente para el tratamiento de las enfermedades anteriormente mencionadas.

La presente invencién proporciona la observacion sorprendente de que una combinacién que comprende com-
puestos de catequina con dcido ascérbico, prolina y lisina ejercerfa una actividad sinergistica y de este modo harfa
posible lograr una actividad anti-cdncer muy eficaz a niveles inferiores de las catequinas de los tejidos. Los anteriores
descubrimientos abren la posibilidad de usar esta combinacion a niveles eficaces para la prevencién y tratamiento de
enfermedades neoplasicas.

Un especialista en la técnica comprenderd que prolina y lisina no se limitan solamente a prolina y lisina. Se entiende
que el alcance de la presente invencién abarca los derivados de lisina y sus precursores, los derivados de prolina y sus
precursores.

Un especialista en la técnica comprenderd que el anti-oxidante, el 4cido ascérbico, deberia abarcar los derivados y
precursores del dcido ascérbico.

Otros antioxidantes biolégicos incluyen tocoferoles y compuestos relacionados, acido transretinoico y compuestos
relacionados, caratinoides y compuestos relacionados, glutatiéon y compuestos relacionados, ubiquinoles y compuestos
relacionados, folatos y compuestos relacionados, bioflavonoides y compuestos relacionados asi como compuestos de
selenio.

Aplicaciones Clinicas
La invencién se concentra sobre el uso preventivo y terapéutico de una catequina en combinacién con acido ascér-

bico, prolina y lisina. El uso combinado de una catequina con 4cido ascérbico, prolina y lisina incrementa la eficacia
del compuesto de catequina en el tratamiento de las enfermedades neoplasicas.
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REIVINDICACIONES
1. El uso de

- un compuesto de catequina seleccionado del grupo constituido por epicatequinas, epigalocatequina, galato
de epicatequina y galato de epigalocatequina,

- 4cido ascorbico,
- prolinay
- lisina

para la preparacién de una composicioén farmacéutica destinada al tratamiento de enfermedades neopldsicas.

2. Fl uso de la reivindicacién 1, en el que la composicién comprende adicionalmente un 4cido félico.
3. El uso de la reivindicacién 2, en el que el dcido félico es folato.
4. El uso de una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la composicién comprende adicionalmente selenio.

5. El uso de la reivindicacion 4, en el que el selenio se selecciona del grupo constituido por selenita y seleniato de
metilo.
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Figura 1. Efectos inhibidores de : Varlas Concentraciones de Gelato de Epigalocatequina (EGCG) sobre 1a Proliferacion Celular
de Célutas de Céncer de Mama Humano
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4] - - —r v - v
Basat B+ Acido Ascorbico B + Acido Ascorbico B + Acido Ascorbico B + Acido Ascérbico B + Acido Ascorbico
180 kM 4 Prokna 140 100 «M + Profine 140 100 sM + Proling 140 100 uM + Profina 140 100 .M + Proline 140
M pM ¢ Lisina 400 M uM + Lisina 400 uM M + Lisina 400 uM #M + Ligina 400 oM
+ 20 gimt de EGCG 4 50 pgimi 0e EGCG  +100 ng/mi de EGCG

Figura 2. Efectos inhibidores de Acido Ascérbico + Prolina; Acido Ascorbico + Prolina + Lisina;
Acido Ascorbico + Prolina + Lisina + Varias Concentraciones de Galato de Epigalocatequina (EGCG})
sobre la Proliferacion Celular de Céiulas de Cancer de Mama
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Figura 3. Efectos inhibidores de Acido Ascérbico + Prolina; Acido Ascorbico + Prolina + Lisina;
Acido Ascorbico + Prolina + Lisina + Varias Concentraciones de Galato de Epigalocatequina (EGCG)
sobre la Profiferacion Cetular de Células de Cancer de Mama
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B+ 20 pg/mi de B+ Acido Ascorbico B+ Acido Ascérbico
EGCG 100 oM + Projina 140 100 pM + Prolina 140

pM + Lisina 400 M uM + Lisina 400 M
+ 20 pg/mi de EGCG

Figura 4. Efecto inhibidor sinergistico de Acido Ascérbico + Prolina + Lisina y Galato de
de Epigalocatequina (EGCG) en la invasién de Matrigel por células de Cancer de Mama Humano
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Basal + Acido Ascdrbico ™ Basaf « 20 pgim| de EGCG Basal + Acido Ascérbico Basal + Acido Ascérbice

400 pM + Prolina 148 uM 408 M + Profina 140 xM 400 uM + Prolina 140 M
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ngimi de EGCG ngiml de EGCG

Figura 5. Efecto inhibidor sinergistico de Acido Ascérbico + Prolina + Lisina y Galato de
Epigalocatequina {(EGCG) en la Invasién de Matrigel por las Células de Cancer de Colon Humano
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Calles 1 2 3 4 5 6

Figura 6: Efectos Inhibidores de Acido Ascorbico 100 pM + Prolina
140 pM + Lisina 400 uM y Varias Concentraciones de Galato de
Epigalocatequina (EGCG) sobre la produccion de MMP2 por Células
de Cancer de Mama Humano.

Calle 1, Basal; Calle 2, Basal + Acido Ascérbico 100 uM + Prolina

140 uM + Lisina 400 uM; Calle 3, Basal + Acido Ascérbico 100 M+
Prolina 140 pM + Lisina 400 1M + 20 pg/mi de EGCG; Calle 4, Basal

+ Acido Ascarbico 100 pM + Prolina 140 uM + Lisina 400 pM + 50 ng/ml
de EGCG; Calle 5, Basal + Acido Ascérbico 100 uM + Prolina 140 uM +
Lisina 400 uM + 100 ug/ml de EGCG, Calle 6, Basal + 20 ug/ml.
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Figura 8. Efecto Apoptético de Adicion de Acido Ascorbico 100 uM, Prolina 140 uM,
Lisina 400 uM y 20ug/ml sobre Células de Melanoma. Las células estan distendidas
y el niicleo se tifie mas profundamente.

15



ES 2332126 T3

Figura 9. Efecto Apoptético de Adicion de Acido Ascérbico 100 M, Prolina 140 LM,
Lisina 400 pM y 20pM/mi sobre Células de Melancma. Las células estan colapsadas.
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