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RESUMEN  

Introducción: el extracto acuoso de la corteza de Rhizophora mangle L. (mangle 
rojo) posee varias propiedades farmacológicas: en el tratamiento de la mastitis 
bovina, la curación de heridas, las infecciones uterinas y las úlceras 
gastroduodenales; debido a sus propiedades antiséptica, cicatrizante, 
antiinflamatoria y antioxidante. Sin embargo, no se han completado los estudios de 
la actividad antioxidante a todos los niveles de complejidad para dilucidar los 
mecanismos de acción involucrados en este efecto farmacológico.  
Objetivo: determinar el efecto del extracto acuoso de Rhizophora mangle y su 
fracción polifenólica sobre la producción de anión superóxido en una línea celular de 
macrófagos murinos RAW 264.7, estimulados con forbol 12-myristato 13-acetato o 
lipopolisacárido.  
Métodos: la evaluación de la actividad antioxidante del extracto de Rhizophora 
mangle y su fracción polifenólica sobre la producción de anión superóxido en macrófagos 
RAW 264.7, activados con lipopolisacárido o forbol 12-myristato 13-acetato, se 
determinó mediante el método de reducción del ferricitocromo c.  
Resultados: el extracto de Rhizophora mangle y su fracción polifenólica, inhibieron 
la producción de anión superóxido en macrófagos RAW 264.7, activados con ambos 
tipos de agentes de forma dependiente de la concentración de taninos. La 
comparación de las líneas de regresión reveló diferencias significativas (p< 0,05), 
resultando este efecto superior en la fracción para ambos tipos de agentes, y en 
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presencia de lipopolisacárido para ambas muestras.  
Conclusiones: el extracto acuoso de Rhizophora mangle mostró actividad 
antioxidante a nivel celular, evidenciada por la reducción del estrés oxidativo en 
macrófagos mediante la inhibición de la producción de anión superóxido. A su vez 
se demostró que los compuestos polifenólicos presentes en el extracto fueron los 
principales responsables de los efectos antioxidantes observados en este estudio.  

Palabras clave: actividad antioxidante, anión superóxido, macrófagos RAW 264.7, 
Rhizophora mangle L., compuestos polifenólicos.

 

ABSTRACT  

Introduction: the aqueous extract of Rhizophora mangle L. (red mangrove) bark 
has some pharmacological properties, that is, the treatment of bovine mastitis, 
wound healing, uterine infections and stomach ulcers, due to its antiseptic, healing, 
antiinflammatory and antioxidant properties. However, the studies of antioxidant 
activity at all complexity levels have not been completed in order to elucidate the 
mechanisms of action involved in this pharmacological effect.  
Objective: to determine the effect of Rhizophora mangle aqueous extract and its 
polyphenolic fraction on superoxide anion production in a cellular line of RAW 264.7 
murine macrophages, stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate or 
lipopolysaccharide.  
Methods: the evaluation of the antioxidant activity of Rhizophora mangle extract 
and its polyphenolic fraction on superoxide anion production in RAW 264.7 
macrophages activated with lipopolysaccharide or phorbol 12-myristate 13-acetate 
was made using the C ferricytochrome reduction method.  
Results: Rhizophora mangle extract and its polyphenolic fraction inhibit the 
superoxide anion production in RAW 264.7 macrophages activated with both types 
of agents depending on tannin concentration. The comparison of the regression 
lines showed significant differences (p< 0.05), resulting this effect higher in the 
fraction for both types of agents, and the presence of lipopolysaccharide for both 
samples.  
Conclusions: Rhizophora mangle aqueous extract showed antioxidant activity at 
cellular level, evidenced by reduction of oxidative stress in macrophages, through 
the inhibition of superoxide anion production. At the same time, it was shown that 
polyphenolic compounds, present in the extract, were the main responsible for the 
antioxidant effects observed in this study.  

Key words: antioxidant activity, superoxide anion, RAW 264.7 macrophages, 
Rhizophora mangle L., polyphenolic compounds.

 

   

   

INTRODUCCIÓN  

El estrés oxidativo surge en sistemas biológicos después de una prolongada 
exposición a oxidantes, o debido a una disminución de la capacidad antioxidante del 
sistema; y está asociado con la generación de especies reactivas del oxígeno 
(ERO), las cuales están implicadas en el origen de numerosas enfermedades como 
el cáncer, enfermedades cardiacas, arterosclerosis, enfermedades cerebrales y el 
envejecimiento.1  
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Varios estudios han demostrado que las plantas producen potentes antioxidantes y 
representan una importante fuente natural. En tal sentido, la caracterización 
química del extracto acuoso de la corteza de Rhizophora mangle (L) reveló la 
presencia de polifenoles (54,78 %), representados en su mayoría por taninos 
poliméricos (80 %) y taninos hidrolizables (20 %), se destaca la presencia en estos 
últimos de epicatequina, catequina, ácido clorogénico, ácido gálico y ácido elágico, 
además se encontraron galotaninos y elagitaninos. De las estructuras no tánicas, se 
refiere la presencia de carbohidratos (17,5 %) libres y enlazados; ácidos grasos 
(4,0 %) de cadena larga, saturados e insaturados; fitoesteroles (0,0285 %); 
componentes volátiles o semivolátiles (70 compuestos) (0.0205 %) y aromas o 
aceites esenciales no volátiles.2  

A esta planta se le atribuyen varias propiedades en medicina tradicional, se ha 
utilizado para el tratamiento de enfermedades de la garganta y en la tuberculosis 
pulmonar,3 así como contra la lepra, el asma, el envenenamiento por pescados 
contaminados, la úlcera péptica, los trastornos digestivos, las infecciones de la piel 
y las enfermedades venéreas.4 Además se reportó que tiene actividad antifúngica.5  

En la última década se demostraron varias propiedades farmacológicas del extracto 
acuoso de la corteza de R. mangle, que incluyen, prevención de la mastitis bovina,6 
eficacia en la curación de las heridas,7,8 así como propiedades antimicrobianas;9,10 a 
su vez resultó exitoso en el tratamiento de las infecciones uterinas11 y las úlceras 
gastroduodenales,12 también se demostraron sus propiedades antiinflamatorias.13  

Aunque algunas propiedades antioxidantes han sido demostradas previamente, 
tanto para el extracto acuoso de R. mangle como para su fracción mayoritaria 
constituida por compuestos polifenólicos, como son la actividad secuestradora de 
radicales DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) y anión superóxido,14 la capacidad 
de neutralizar los radicales hidroxilo y propiedades quelantes de iones de hierro,15 
el efecto protector a las principales biomoléculas expuestas a daño oxidativo,16 la 
inhibición de la peroxidación lipídica en cerebro de rata, así como la reducción del 
riesgo de hemolisis inducida por radicales libres.17 En un modelo de curación de 
heridas abiertas asépticas en ratas, durante el proceso de reparación de las lesiones, 
incrementó los indicadores antioxidantes como superóxido dismutasa, catalasa, 
glutatión reducido y redujo los biomarcadores prooxidantes como el 
malonildialdehído,18 pero aún no existe información acerca de sus efectos sobre 
otras ERO a nivel celular, como por ejemplo, el anión superóxido producido en 
fagocitos activados, un aspecto que es importante conocer para completar el 
estudio de las propiedades antioxidantes de esta planta a todos los niveles de 
complejidad y dilucidar los mecanismos de acción involucrados en este efecto 
farmacológico. El objetivo del presente trabajo estuvo en determinar el efecto del 
extracto acuoso de Rhizophora mangle L. y su fracción polifenólica sobre la producción 
de anión superóxido en una línea celular de macrófagos murinos RAW 264.7, 
estimulados con forbol 12-myristato 13-acetato (PMA) o lipopolisacárido (LPS).  

   

MÉTODOS  

Material vegetal  

Las cortezas de Rhizophora mangle L. se colectaron en la zona de la Playa Caimito, 
La Habana. A un espécimen se le realizó la identificación taxonómica en el Herbario 
del Jardín Botánico Nacional (La Habana, Cuba).  
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Preparación del extracto  

El material vegetal fresco se secó al aire, a temperatura ambiente (25 °C). El 
extracto de R. mangle se obtuvo a partir de la decocción acuosa de las cortezas 
previamente molinadas, en una proporción 1:7,5 (p/v) durante 30 min a 95 °C. El 
extracto se concentró hasta 24 mg/mL de materia seca y mostró un contenido de 
taninos superior a 12 mg/mL.  

Preparación de la fracción polifenólica  

La fracción polifenólica se obtuvo a partir del extracto acuoso de R. mangle, a una 
concentración de 24 mg/mL, mediante la precipitación con NaCl, en una proporción 
1:2,8 (p/v).19 El NaCl se añadió lentamente al extracto, en condiciones de agitación 
y calentamiento a 70 °C durante 10 min. El sobrenadante se decantó y las 
muestras se centrifugaron a 3 500 rpm durante 15 min a temperatura ambiente. El 
precipitado obtenido se disolvió en agua desionizada y se le realizaron 3 
extracciones con n-butanol 1:2 (v/v) para eliminar las sales contaminantes. La fase 
butanólica se colectó y se efectuó rotoevaporación hasta sequedad para la eliminación 
del solvente orgánico. El material obtenido se liofilizó y se conservó a - 20 °C.  

 
Determinación del contenido de taninos  

El contenido de taninos en el extracto acuoso de R. mangle y su fracción 
polifenólica se determinó como se describió antes.20 Con este método colorimétrico 
se midió la cantidad de taninos precipitados por una proteína estándar, la albúmina 
de suero bovino (BSA). La mezcla de reacción contenía extracto de R. mangle, su 
fracción polifenólica o ácido tánico como estándar (1 mL) y BSA (1 mg/mL), los 
cuales inicialmente se mezclaron y después se dejaron en reposo durante 15 min a 
temperatura ambiente. A continuación, se centrifugó a 3 000 g durante 15 min, el 
sobrenadante se desechó y el pellet se disolvió en 15 mL de lauryl sulfato de sodio 
(1 %) y a 1 mL se le añadieron 3 mL de una solución que contenía lauryl sulfato de 
sodio (1 %) y trietanolamina (7 %) y 1 mL de FeCl3 (0,01 M en HCl 0,1 N) e 
inmediatamente la mezcla se agitó. Después de 15 min, se midió la absorbancia a 
510 nm y la concentración de taninos se calculó usando una curva patrón de ácido 
tánico.  

 
Ensayo de generación de anión superóxido  

La producción de anión superóxido en macrófagos estimulados con 2 tipos de 
agentes: PMA o LPS, se midió empleando el método de reducción del ferricitocromo 
c.21 Macrófagos cultivados en medio DMEM completo (DMEM con L-glutamina 2 mM, 
piruvato 1 mM, Hepes 20 mM, suero fetal bovino 10 %) se sembraron en placas de 
12 pocillos (1·106 células/pocillo) y se incubaron durante 3 h a 37 ºC, en atmósfera 
de CO2 5 %, para lograr la adhesión de las células a la placa. Transcurrido este 
tiempo, los pocillos se lavaron 3 veces con solución salina balanceada de Hanks 
(HBSS). A continuación se añadieron 900 µL HBBS, que contenían 110 mg de 
ferricitocromo c; 1 mL de N5-(1-iminoetil)-L-ornitina (L-NIO) 1 mM, 100 µL del 
extracto de R. mangle (5,1; 25,7; 51.4 µg/mL de taninos) o su fracción (2,8; 13,9; 
27,8 µg/mL de taninos) y 10 µL de PMA o LPS (10 mg/mL). La mezcla de reacción 
se incubó durante 2 h a 37 ºC, en atmósfera de CO2 5 %. Se utilizó la superóxido 
dismutasa (SOD) (6 000 U/mL) como control de la inhibición de la producción de 
anión superóxido. A continuación se detuvo la reacción poniendo los tubos en baño 
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de hielo, se centrifugó a 800 g, durante 10 min a 4 ºC, se recuperó el sobrenadante 
y se midió su absorbancia a 550 nm. La concentración de anión superóxido se 
calculó empleando el coeficiente de extinción molar (21 mM-1.cm-1) del citocromo c 
reducido. Los resultados fueron expresados como porcentaje de inhibición de la 
producción de anión superóxido.  

Análisis estadístico  

Los resultados experimentales son expresados como la media ± EEM (error estándar 
de la media). Todas las mediciones se realizaron por triplicado. Los datos fueron 
analizados mediante un análisis de regresión lineal para obtener las curvas que 
relacionan la concentración de taninos con el efecto de inhibición de la generación 
de anión superóxido, ejercido por el extracto de R. mangle y su fracción 
polifenólica, y posteriormente se realizó la comparación de estas, empleando el 
paquete estadístico Statgraphics versión 4.1 para Windows, considerando valores 
estadísticamente significativos para p< 0,05.  

   

RESULTADOS  

En la figura 1A y 1B se muestran, respectivamente, el análisis de regresión de la 
inhibición de la generación de anión superóxido, en macrófagos estimulados con 
PMA o LPS, en función de la concentración de taninos del extracto acuoso de R. 
mangle y su fracción polifenólica. Ambas muestras disminuyeron la generación de 
esta ERO en los macrófagos estimulados con ambos tipos de agentes. Este efecto 
fue dependiente de la concentración de taninos, con valores de índice de 
determinación (r2) de 0,995 y 0,995 para el extracto, y 0,919 y 0,891 para la 
fracción, en presencia de PMA y LPS, respectivamente.  

La comparación de las líneas de regresión obtenidas en presencia de PMA y LPS 
reveló diferencias significativas (p< 0,05) entre estas, tanto en el extracto como en 
la fracción, resultando en ambas muestras el efecto inhibitorio en la producción de 
anión superóxido superior en presencia de LPS.  

Los valores de la concentración inhibitoria media (CI50) fueron de 168,3 y 96,4 mg 
taninos/mL para el extracto y 18,5 y 10,3 mg taninos/mL para la fracción, en 
presencia de PMA y LPS respectivamente. La comparación de las líneas de regresión 
(extracto vs. fracción) reveló que eran estadísticamente diferentes (p< 0,05) tanto 
en presencia de PMA como de LPS. La fracción resultó más eficaz que el extracto en 
reducir la generación de esta ERO en presencia de ambos agentes.  
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DISCUSIÓN  

En el presente trabajo el extracto acuoso de R. mangle y su fracción polifenólica 
mostraron un efecto inhibitorio sobre la producción de anión superóxido en una 
línea celular de macrófagos estimulada con PMA o LPS, resultando este efecto 
superior en ambas muestras con el empleo del LPS.  

El efecto diferencial de ambas muestras en presencia de diferentes estímulos puede 
ser debido a que estos agentes activan los macrófagos por diferentes vías de 
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señalización intracelular para dar lugar a la generación de anión superóxido.22,23 
Estudios previos indican diferentes vías de activación de la NADPH oxidasa, enzima 
responsable de la producción de anión superóxido en macrófagos; se detecta que 
en los fagocitos estimulados con PMA, la activación de la NADPH oxidasa es 
independiente de calcio y está mediada por la proteína quinasa C.24,25 En contraste, 
cuando se emplea LPS, las vías de transducción de señales intracelulares que son 
importantes en la estimulación de los macrófagos son las proteínas tirosina quinasa 
y las concentraciones de Ca2+.26  

Los elevados porcentajes de inhibición en la producción de anión superóxido, en 
presencia de la fracción polifenólica con ambos tipos de estímulo, indican que los 
compuestos polifenólicos presentes en el extracto de R. mangle son los principales 
responsables de la inhibición de la generación de esta ERO. En este sentido, 
numerosos reportes informan acerca de esta actividad biológica en extractos de 
plantas que contienen polifenoles o en compuestos polifenólicos puros, tanto por el 
secuestro directo de anión superóxido como regulando la expresión de las enzimas 
encargadas de la producción de esta ERO, e interactuando con los mediadores que 
participan en las vías de transducción de señales intracelulares para modular la 
generación de esta especie radical. Así, los polifenoles del té verde o negro como 
las teaflavinas y la epigalocatequina galato (EGCG),27 así como la fracción 
polifenólica de la cocoa comercial,28 inhibieron la generación de anión superóxido en 
células HL-60 estimuladas con PMA y TPA (activador del plasminógeno tisular), otro 
éster de forbol, respectivamente. Otros estudios han revelado que tanto los 
polifenoles del té verde como los del té negro disminuyeron la producción de anión 
superóxido, por un mecanismo basado en la regulación negativa de la expresión de 
las subunidades p22phox y p67phox de la enzima NADPH oxidasa.29,30 Otro trabajo 
reveló que los polifenoles del té verde inhibieron la activación de la proteína 
quinasa C provocada por un inductor de tumores.31 También se informó que los 
polifenoles del té negro y verde, la teaflavina-3,3'-digalato y la EGCG, 
respectivamente, suprimieron la actividad de la proteína quinasa C inducida por el 
TPA , por bloquear la translocación de esa proteína del citosol a la membrana.32  

Estos resultados permiten concluir que el extracto acuoso de R. mangle redujo el 
estrés oxidativo a nivel celular, lo cual se evidencia en la disminución de la 
generación de anión superóxido en macrófagos. A su vez se demostró que los 
compuestos polifenólicos presentes en el extracto fueron los principales 
responsables de los efectos antioxidantes observados en este estudio. 
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