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RESUMEN

INTRODUCCION: Vimang® es un producto de origen natural que se obtiene del
arbol del mango (Manguifera indica L. familia Anacardiaceae). Este compuesto ha
sido clasificado como antioxidante, inmunomodulador, etc. Por ello, resulta
importante conocer su potencial citotéxico.

OBJETIVOS: evaluar la citotoxicidad de un extracto acuoso del Vimang®.
METODOS: se emplearon los modelos procariético (Escherichia coli, cepa PQ37) y
eucariotico (eritrocitos humanos), se realizaron curvas de supervivencia celular con
la cepa PQ37 (con activacion metabdlica y sin esta); asi como se cuantificaron los
niveles de la actividad fosfatasa alcalina (mediante la realizacion del SOS
Chromotest). Posteriormente, se desarrolld el ensayo de inhibicién de la actividad
mitocondrial en eritrocitos. Las concentraciones de Vimang® estudiadas fueron: 50,
250, 500 y 1 000 mg de extracto liofilizado/mL.

RESULTADOS: el ensayo procaridtico indicé que, en ausencia de fraccién S9, el
Vimang® diminuye significativamente la viabilidad celular cuando se aplica a
concentracion igual o superior que 500 mg/mL. Sin embargo, la presencia de
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activacion metabdlica podria ocasionar una biotransformacion de los componentes
del Vimang® que conduce a la no citotoxicidad del producto en el rango de
concentraciones analizado. El andlisis de los niveles de fosfatasa alcalina
cuantificados en presencia del Vimang®; sugirié que la citotoxicidad detectada en E.
coli PQ37 no parece estar relacionada con la inhibicidn de la sintesis proteica. En el
caso del ensayo eucariético empleado y las concentraciones ensayadas, la
supervivencia celular de los eritrocitos (en presencia de Vimang®) no disminuyé de
forma significativa en relacién con los controles correspondientes.
CONCLUSIONES: el Vimang® es citotoxico para la cepa PQ37 de Escherichia coli
cuando se aplica a una concentracién igual o superior que 500 mg/mL. Este efecto
no se observa en estas células cuando se emplea activacién metabdlica ni en
eritrocitos humanos para las condiciones reportadas en este trabajo.

Palabras clave: Vimang®, citotoxicidad, SOS Chromotest, PQ37, MTT, eritrocitos
humanos.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Vimang® is a product of natural origin obtained from the mango
tree (Manguifera indica L. Anacardiaceae family. This compound has been classified
as antioxidant, immunomodulation agent, etc. Thus, it is important to know its
cytotoxic potential.

OBJECTIVES: to assess the cytotoxicity of a aqueous extract of Vimang®.
METHODS: the prokaryotic (PQ37 strain-Escherichia coli and eukaryotic (human
erutjrocytes) models and cellular survival curves with PQ37 strain (with and without
metabolic activation) were made and the levels of alkaline phosphatase were
quantified (by Chromotest SOS test). Later, a trial of mitochondria activity was
developed in erythrocytes. The concentrations of study Vimang® were: 50, 250,
500 and 1 000 pg of lyophilized/mL extract.

RESULTS: the prokaryotic trial indicated that, in absence of S9, Vimang® decrease
significantly the cell viability when it is applied at a concentration similar o higher
than 500 ug/mL. However, the presence of a metabolic activation could to cause a
biotransformation of the Vimang's® components leading to the no-cytotoxicity of
product within the study concentration rank. Analysis of alkaline phosphatase levels
quantified in presence of Vimang® suggested that the cytotoxicity detected in PQ37
Escherichia coli apparently isn't related to protein synthesis inhibition. In the case
of the eukaryotic trial used and the assayed concentrations, the cell survival of
erythrocytes (in presence of Vimang® not decreased significantly in relation to the
corresponding controls.

CONCLUSIONS: Vimang® is cytotoxic for the PQ37 strain of E.coli when it is
applied at a concentration similar or higher than 500 pg/mL. This effect is not
observed in these cells neither when a metabolic activation is applied nor in the
human erythrocytes for the conditions reported in present paper.

Key words: Vimang®, cytotoxicity, SOS Chromotest, PQ37, MTT, human
erythrocytes.

INTRODUCCION
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En Cuba se ha desarrollado un producto natural, conocido como Vimang®, que se
obtiene a partir de la corteza del arbol del mango (familia Anacardiaceae, especie
Mangifera indica L.), el cual ha sido utilizado por la poblacion cubana en el
tratamiento de diferentes enfermedades.!

Los estudios quimicos, farmacologicos y toxicoldgicos realizados hasta el momento,
corroboran la eficacia del Vimang® como antiinflamatorio, analgésico,
inmunomodulador y antioxidante; esta ultima es la mas avalada de sus
propiedades.?

El ensayo bacteriano SOS Chromotest desarrollado en 1882 por Quillardet y otros
ha sido utilizado en la evaluacion de la citotoxicidad, genotoxicidad y actividad
radioprotectora de extractos de origen vegetal.>* Este ensayo se basa en la
determinacion de la actividad p-galactosidasa (inducida por el dafo en el ADN) y la
fosfatasa alcalina, para la cual la cepa de ensayo (PQ37, Escherichia coli) es
constitutiva. La inhibicion de esta ultima actividad ha sido utilizada, ademas, como
criterio para establecer la citotoxicidad de un compuesto.’

El bromuro 3-(4,5-dimetil-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio [MTT], es un compuesto
metabolizado normalmente por las deshidrogenasas mitocondriales de las células
eucariotas. La oxidacién del NADH a NAD+ posibilita que estas enzimas reduzcan el
MTT dando lugar a un compuesto denominado formazan (sal de tetrazolio), el cual
se puede cuantificar por colorimetria.® La reduccién catalitica del MTT en eritrocitos
humanos, permite determinar la toxicidad de un producto que induzca la pérdida de
la integridad de las membranas mitocondriales, sitio donde se genera el formazan.
Este sistema, ademads de ser de facil ejecucién y bajo costo, ha sido utilizado en el
estudio productos de origen natural.” Por ello, el presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar la citotoxicidad del Vimang®.

METODOS
Extracto acuoso de M. indica (Vimang®)

La corteza del tallo del arbol de Mangifera indica L se colect6 en la Unidad
Agropecuaria Militar del municipio Corralillo, Villa Clara, en 2001. Un ejemplar de la
planta se conserva en el Herbario de la Academia de Ciencias de Cuba, custodiado
por el Instituto de Ecologia y Sistematica del Ministerio de Ciencia Tecnologia y
Medio Ambiente, con el nUmero 41722,

El extracto de la corteza de la planta se realiz6 mediante decoccidén con un
disolvente polar por no menos de 2 h y posterior concentracién por evaporacion. El
secado se produjo por atomizacién, para obtener un sélido de color pardo oscuro
que funde con descomposicion entre 216 y 218 °C; metodologia desarrollada en el
Laboratorio Farmacéutico «Mario Mufioz», de Ciudad de La Habana.

El extracto acuoso de M. indica (Vimang®) fue suministrado por el Centro de
Quimica Farmacéutica (CQF) (lote 0112), con humedad de 5,71 %, solubilidad
parcial en agua y 36,31 % de fenoles totales. Caracteristicas organolépticas: polvo
fino homogéneo, de color carmelita, de olor caracteristico (CQF, Informe de
Resultados de Servicio Analitico, 2003). La caracterizacion se realizd por diferentes
métodos cromatograficos, espectofotometria UV-Vis y de masa.! Como diluente del
sélido se empled agua destilada. Las concentraciones de Vimang® ensayadas
fueron: 50, 250, 500, 1 000 pg/mL.
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Irradiacion

Las células se irradiaron en una fuente de ®°Co (modelo PX-g-30M, Rusia), a una
temperatura de 2 + 0,5 °C. La dosis absorbida fue calculada utilizando el dosimetro
Fricke.®

Ensayos bacterianos

Se empled la cepa de E. coli PQ-37° de genotipo: [F thr leu his-4 pyrD thi galE galK
0 galT lac DU169 sr/300::Tn10 rpoB rpsL uvrA rfa trp::muc* sfiA::mud(Ap,
lac)cts].’ El medio de cultivo utilizado fue Luria-Bertani*® suplementado con 100
pg/mL de ampicillina (LBA) y 16 g/L de agar (LBA-agar, para siembra en placa de
Petri).

Cada cultivo se dejé crecer toda la noche a 37 °C en LBA con agitacién (100 rpm);
posteriormente, se diluyd en medio fresco (1/25) e incubé a igual temperatura y
agitacion, hasta alcanzar una absorbancia (Asg) de 0,4 a 600 nm (lectura en
espectrofotometro Spekol 11).

La evaluacidn del Vimang® se efectud con activacién metabdlica (fraccion S9 de
higado de ratas Sprague-Dawley) y sin esta. Como control positivo de los
experimentos desarrollados en presencia de fraccion S9, se empled bleomicina (15
mg/mL). En ausencia de fraccion S9, se recurrié a la radiacion gamma (150 Gy).
Para cada concentracién evaluada del producto; se realizé un esquema de co-
postratamiento en relacion con el control positivo.

a) Supervivencia celular

El cultivo que alcanzd Agpo= 0,4 (equivalente a 108 células/mL) fue centrifugado (4
000 rpm) y resuspendido en igual volumen de buffer fosfato (0,2 M Na,HPO,4 x
2H,0/NaH,P0,). La suspensidén resultante se distribuyod en viales estériles de 1 mL
de capacidad; para de esta forma efectuar los diferentes tratamientos (control
negativo, positivo y células-Vimang®). Posteriormente, 100 L de cada una de
estas muestras se diluyé en viales que contenian 900 pL de suero fisioldgico estéril
(0,85 % NaCl); en un rango que varié en dependencia de la muestra. Por ultimo, se
sembraron tres réplicas (0,1 mL) de cada dilucién en medio LBA-agar y se incubd a
37 °C durante 48 h. Finalmente, se contaron las unidades formadoras de colonias
(UFC) por placa.

Como criterio de citotoxicidad se establecio la disminucion del porcentaje de
supervivencia celular (Spq) en cada tratamiento, en relacion con 100 % (numero
medio inicial de UFC/mL en las muestras no tratadas).

b) Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina

Se determind la actividad fosfatasa alcalina segun el procedimiento descrito por
Quillardet y otros,® para el ensayo SOS Chromotest. Se efectuaron modificaciones
para el uso de sustratos fluorescentes.?

Se distribuyeron 13 pL de cada muestra en placas ELISA que contenian 110 pL de
buffer T. Se incubé 20 min a temperatura ambiente y se adicionaron 26 pL de
sustrato fluorescente por pocillo (4-metil umbeliferil fosfato, 0,13 mg/mL-buffer
dietanolamina). Se incub6 nuevamente (40 min en la oscuridad y a temperatura
ambiente) y se trasvaso a una placa de lectura. Se midid la fluorescencia con un
lector SUMA PR-531 (CIE), segun las indicaciones del fabricante.
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Se realizaron 3 experimentos independientes, con 4 réplicas por muestra.

Para establecer la citotoxicidad del Vimang®, se analizé si la presencia de este
producto disminuyo la actividad fosfatasa alcalina en PQ37, cepa para cual esta
actividad es constitutiva.®

Ensayo de reduccién del MTT en eritrocitos humanos

La suspensidn de eritrocitos se prepard segun el método de Dacie y Lewis.'! La
sangre se obtuvo de un voluntario sano (23 afios) y se utilizd6 EDTA como
anticoagulante. Las células se resuspendieron en PBS 1X y se lavaron 3 veces con
esta solucion. La suspension resultante se preincubd con azida sédica (2 mM) por 1
h a 37 °C con agitacidén, para inhibir la actividad catalasa.

Las células se resuspendieron (1/6) en PBS 1X. Para cada muestra y en viales
estériles, se afiadieron el extracto en estudio y la solucion stock de MTT (5
mg/mLegs). El volumen final fue de 1 mL. Para cada concentracion ensayada del
producto, los tratamientos realizados fueron: Vimang-eritrocitos, Vimang-
eritrocitos-radiacién (250 Gy).® Finalmente, se incubd a 37 °C por 3 h. Se
centrifugd a 2 000 rpm durante 10 min y temperatura ambiente. Se desecho el
sobrenadante y resuspendid el pellet en 250 uL de DMSO.

Se distribuyeron 50 pL de cada muestra en una placa de 96 pocillos. Se determind
la absorbancia a 570 nm en un lector de placas para ELISA, SUMA PR-531 (CIE). La
absorbancia del formazan formado en las células no tratadas se tomd como 100 %,
mientras que la de las células tratadas se consideré como % de supervivencia
(%Se) con respecto a las células no tratadas (empleadas como control).®

RESULTADOS

En la figura 1 se representan los valores de Spq obtenidos para las diferentes
concentraciones de Vimang® ensayadas. A las dosis mas bajas (50 y 250 pg/mL) y
en ausencia de activacion metabdlica, el Vimang® no parece afectar la
supervivencia de las células en relacién con la muestra no tratada (control
negativo). Sin embargo, a concentraciones mas elevadas (500 y 1 000 pug/mL), se
observa una disminucién mas pronunciada de Spq con relacion al control negativo;
aunque esta no llega a ser tan marcada como en el control positivo.
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% de supervivencia PQ-37
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Fig. 1. Supervivencia de Escherichia colil PQ-37 (Spg) frente al Yimang®, En
ausencia de activacion metabalica, se empled radiacion gamma {150 Gy como
control y en presencia de fraccion 59, bleomicina {15 mg/mL).

Al realizar el analisis estadistico, no se detectaron diferencias significativas entre los
niveles de supervivencia alcanzados en las cuatro concentraciones ensayadas del
producto, en ausencia de S9. Sin embargo, a 500 y 1 000 pg/mL, los valores Spq
resultaron significativamente inferiores al control negativo. Este hecho sugiere que,
en ausencia de fracciéon S9, el Vimang® afecta la viabilidad celular cuando se aplica
a una concentracién igual o superior que 500 pg/mL.

En cambio, en presencia de activacién metabdlica, la supervivencia bacteriana no
parece ser afectada en ninguna de las concentraciones de Vimang® estudiadas. Por
ello, al realizar el analisis estadistico solo se detectaron diferencias significativas
entre el control positivo y el negativo.

En la figura 2 se muestran los valores de actividad fosfatasa alcalina calculados
para la cepa PQ37 de E. coli en el ensayo SOS Chromotest. En el rango analizado
(50-1 000 yg/mL de Vimag®) no se observé variacién en los niveles de expresion
de esta enzima; tanto en presencia como en ausencia de fraccidén S9.
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Actividad fosfatasa alcalina
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Fig. 2. Actividad fosfatasa alcalina de Escherichia colf PQ 37 frente al Yimang®
{ensayo S0OS Chromotesty. En ausencia de activacion metabalica, se empled
radiacion gamma {150 Gy como control v en presencia de fraccion 59, bleamicina
{15 mg/mL}.

Al realizar el analisis estadistico de estos datos solo se detectaron diferencias
significativas entre los controles negativo y positivo de los experimentos
respectivos (es decir, con S9 y sin este). Ese hecho sugiere que, la citotoxicidad
que el producto analizado provoca en E. coli PQ37, no debe estar relacionada con la
inhibicion de la sintesis proteica.

En la tabla se relacionan los valores de supervivencia (%Sg) calculados con la
realizacion del ensayo de reduccién catalitica del MTT en eritrocitos humanos. Como
se aprecia, %S¢ tiende a disminuir en la medida en que la concentracion de
Vimang® aumenta. Sin embargo, el andlisis estadistico de los datos no detectd
diferencias significativas entre los valores %Sg en las concentraciones ensayadas
respecto al control negativo; por lo que el producto evaluado no resulté citotdxico
para los eritrocitos en este rango.

Tabla. Supervivencia de eritrocitos humanos expuestos 3 Yimang®

Tratamiento Dosis | % de supervivencia
Control negativo {agua destilada) - 100 {a)
Control positivo {radiacion gamma Gy) 250 45 £+ 3,2 (b}
50 98 + 1,0 {a)
_ 250 84 * 3,0 (a)
vimang (pg/mL ) 500 77t 2,8 (a3}
1000 63 = 4,1 {a)

Como control positivo se empled radiacidn gamma (250 Gy}, Letras iguales no difieren
significativarmente para la prueba de Tukey (p< 0,05).
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DISCUSION

Se ha demostrado que algunos tipos de polifenoles (flavonoides y taninos) pueden
interferir el crecimiento microbiano.'? Por ello, la toxicidad detectada para el
Vimang® en el modelo empleado, a partir de 500 pg/mL y ausencia de activacion
metabdlica, pudiese estar relacionada con la presencia entre sus componentes de
biomoléculas similares. Tal pudiese ser el caso de catequinas y epicatequinas
constituyentes de este producto que se conoce, inhiben eficazmente el crecimiento
microbiano.'3*

Sin embargo, el Vimang® no afecta la viabilidad de las células de E. coli en, ninguna
de las concentraciones ensayadas, cuando se aplica en presencia de activacién
metabdlica. Esto indica que los constituyentes del Vimang® causantes de su
citotoxicidad a partir de 500 pg/mL pudiesen sufrir una biotransformacion (en
presencia de activaciéon metabdlica) que disminuya el efecto citotdxico de este
producto sobre E. coli.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Kevekordes y otros,*> quienes
demostraron que los polifenoles como la cumarina, emodina, quercetina y algunos
taninos conjugados, provocan toxicidad en E. coli PQ-37 (en ausencia de activacion
metabdlica), y que esta se hace menos evidente en presencia de fraccion S9.

Por otra parte, se conoce que los flavonoides son extensamente metabolizados in
vivo, lo cual ocasiona una modificacidn significativa de su potencial redox'® y que la
presencia de activaciéon metabdlica en un sistema bioldgico puede alterar
notablemente la actividad bioldgica propia de este tipo de compuestos.'’*® Por
tanto, la ausencia de citotoxicidad del Vimang® en presencia de fraccién S9,
pudiera deberse a la biotransformacion de los flavonoides que lo conforman.

En relacidn con el ensayo de reduccién del MTT efectuado con Vimang® en
eritrocitos humanos, estudios previos han demostrado que la acumulacién en la
mitocondria de la mangiferina (componente mayoritario de este producto) tampoco
afecta la funcionalidad de este organelo.*

Sin embargo, estos hallazgos contradicen el resultado de la evaluacién del extracto
con el ensayo de micronucleos en linfocitos humanos (150-1 500 ug/mL); donde la
viabilidad celular disminuye en la medida en que la concentracién del extracto
aumenta (luego de 20 h de incubacion) y el ensayo murino en eritrocitos
policromaticos, donde resulta igualmente citotdxico cuando se administra via
intraperitoneal (150 mg/kg).?°

Las divergencias entre estos reportes y lo discutido en el presente trabajo podrian
atribuirse a la diferencia en el rango de concentraciones de Vimang® empleadas en
cada caso, los modelos utilizados y al criterio seguido en cada ensayo para
establecer la toxicidad del compuesto.

Se concluye que el Vimang® es citotdxico para la cepa PQ37 de Escherichia coli
cuando se aplica a una concentracién igual o superior que 500 mg/uL. Este efecto
no se observa en estas células en presencia de activacion metabdlica ni en
eritrocitos humanos para las condiciones reportadas en este trabajo.
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