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Resumen

Las radiaciones ionizantes se emplean con éxito en el tratamiento contra el cancer
y otras enfermedades. Por ello, existe un creciente interés en desarrollar nuevos
productos con caracter radioprotector que disminuyan los efectos adversos de la
radioterapia. Los aminotioles (como la amifostina) son los agentes que mas se han
utilizado con este fin, sin embargo ocasionan severos efectos secundarios. Por esta
razon, la tendencia actual se enfoca a la obtencion de radioprotectores a partir de
fuentes naturales. El producto natural, Vimang, se obtiene a partir de la corteza de
Mangifera indica L, el cual constituye un candidato interesante para la evaluacion de su
caracter radioprotector si se tiene en cuenta que los estudios farmacoldgicos realizados
hasta el momento, corroboran su eficacia como antinflamatorio, analgésico,
inmunomodulador y antioxidante, caracteristicas todas descritas para un radioprotector
ideal. El presente trabajo tuvo como objetivo, evaluar el efecto radioprotector del
extracto acuoso de M. indica L (Vimang) frente a la radiacion gamma, mediante el
ensayo bacteriano SOS-Chromotest a una dosis de radiacion de 150 Gy. Este ensayo
indic6 que el extracto no es gendtoxico en el rango de concentraciones analizado (50,
250, 500 y 1000 ug/mL); en presencia o no de activacion metabdlica. Se concluyd que
este producto es capaz de proteger la estructura celular a nivel del material nuclear, de
los dafios inducidos por la radiacion gamma a las dosis estudiadas en el ensayo SOS
Chromotest.

Palabras clave: Mangifera indica L, radioprotector, cepas, E.coli PQ-37, SOS.

Abstract
Evaluation of the radioprotector effect of the aqueous extract of Mangifera indica L
(Vimang), in SOS-Chromotest assays.

The ionizing radiations are use with success in the treatment against the cancer
and other illnesses. For it, a growing interest exists in developing new products with

radioprotector character that diminish the adverse effects of the radiotherapy. The
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aminotioles (as the amifostina) they are agents that more they have been used with this

purpose; however they cause severe secondary effects. For this reason, the current
tendency is focused to obtaining the radioprotector compounds from natural sources. The
natural product, Vimang to obtains starting from the bark of Mangifera indica L, it
constitutes a interesting candidate for the character radioprotector evaluation if one
keeps in mind that the pharmacological studies carried out until the moment, which
corroborate their effectiveness like antinflammatory, analgesic, inmunomodulator and
antioxidant. Some of the characteristics that have been mentioned by different authors
like properties of an ideal radioprotector. The aim of this work is to evaluate the
radioprotector effect of the aqueous extract of M. indica L (Vimang), front gamma
radiation, by means SOS-Chromotest bacterial assays, to a 150 Gy dose of radiation.
This assays indicated that the extract is not genotoxic in the analyzed range of
concentrations (50, 250, 500 and 1000 g/mL); in presence or not of metabolic activation.
We conclude that this product is able to protect the cellular structure at the nuclear
material level, of the damages induced by the gamma radiation to the doses studied in
the SOS Chromotest assays.

Key words: Mangifera indica L, radioprotector, strains, E.coli PQ-37, SOS.

Introduccion

Las radiaciones ionizantes se emplean con éxito en el tratamiento contra el cancer
y otras enfermedades. Por ello, dentro de la medicina preventiva, existe un creciente
interés en desarrollar nuevos productos con caracter radioprotector que disminuyan los
efectos adversos de la radioterapia.’ ?

Los aminotioles (como la amifostina) son los agentes que mas se han utilizado con
este fin. *° Sin embargo, ademas del alto precio que alcanzan en el mercado, el empleo
continuado de este tipo de compuestos ocasiona severos efectos secundarios.® Por esta
razon, la tendencia actual se enfoca a la obtencion de radioprotectores a partir de

fuentes naturales, como son las plantas comestibles y/o medicinales.
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Los extractos obtenidos a partir de especies vegetales presentan algunas de las

actividades bioldgicas descritas para un radioprotector ideal, como son: estabilidad, facil
administracion y baja toxicidad. Adicionalmente, su aplicacion resulta de bajo costo y no
presupone la ocurrencia de efectos secundarios en los pacientes que los consumen.’
Existen diferentes ensayos que pueden utilizarse para estudiar el efecto
radioprotector de productos de origen natural. Entre estos se encuentran los sistemas
bacterianos basados en la construccion de fusiones transcripcionales a partir de

promotores de genes SOS, 3%

los ensayos que cuantifican la actividad enzimatica
mitocondrial en células eucariéticas y los que determinan el nivel de peroxidacion lipidica
en eritrocitos humanos.***® Dichos sistemas se han empleado para evaluar diferentes
extractos de plantas entre las que se encuentran: Phyllanthus orbicularis HBK, Piper betel
L. y Podophylum hexamdrum Royale).**

En Cuba se ha desarrollado un nuevo producto natural, conocido como Vimang, el
cual se obtiene a partir de la corteza de Manguifera indica L., arbol de la familia
Anacardeaceae conocido como mango. Al igual que otros extractos vegetales, este
fitoquimico constituye una mezcla compleja, entre cuyos componentes se destacan los
polifenoles.*®

Los estudios quimicos, farmacolégicos y toxicolégicos realizados hasta el
momento, corroboran la eficacia del Vimang como antinflamatorio, analgésico,
inmunomodulador y antioxidante.*®™*°

Diferentes autores han asociado la radioproteccion que ejercen algunos extractos
vegetales con la capacidad de los polifenoles, presentes en estos, de secuestrar radicales
libres.?®?* Sin embargo, en el caso del Vimang, hasta el momento no se ha investigado
acerca de su potencial como radioprotector.

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo, evaluar el

efecto radioprotector del extracto acuoso de M. indica L (Vimang), frente a la radiacién

gamma, mediante el ensayo bacteriano SOS-Chromotest.
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Materiales y Métodos

Cepa bacteriana.

Se empled la cepa de E.coli PQ-37 desarrollada por Huisman y D*ari, (1981) de genotipo:
(F thr leu his-4 pyrD thi galE galK o galT lac AU169 srl300::Tn10 rpoB rpsL uvrA rfa
trp::muc” sfiA::mud(Ap, lac)cts). El medio de cultivo utilizado fue Luria-Bertani (Maniatis
y col.,1982) suplementado con 100 pg/ml de ampicillina (LBA). Los cultivos se dejaron
crecer durante toda la noche a 37°C en agitacion (100 rpm); posteriormente se diluyeron
en medio fresco (1/25) e incubaron a igual temperatura y agitacion, hasta alcanzar una
densidad Optica de 0.4 a 600nm.

Extracto acuoso de M. indica L (Vimang).

El extracto de M.indica L (Vimang) fue suministrado por el Centro de Quimica
Farmacéutica (lote 0112). El producto es un polvo fino homogéneo, de color carmelita
con una humedad de 7,65% y un 43,6% de fenoles totales. Funde con descomposiciéon
entre 216 y 218°C. La caracterizacion quimica de este extracto se realizé por diferentes
métodos cromatograficos, espectofotometria UV-Vis y de masa.’® El extracto sélido se
disolvié en agua destilada estéril para su estudio.

Irradiacion de las células.

La irradiacion de las células se realizé en una fuente de ®°Co (modelo PX-y-30M, Rusia), a
una temperatura de 2 + 0.5°C. La actividad de la fuente disminuyé mensualmente a
razon del 1%. El valor de la tasa de dosis estuvo entre 33-42 Gy/min, dependiendo de la
fecha en que se desarrollaron los experimentos. La dosis absorbida fue calculada
utilizando el dosimetro Fricke.??

Ensayo SOS Chromotest (variante fluorescente).

Los ensayos para la determinacion de actividad B-galactosidasa y fosfatasa alcalina se
desarrollaron siguiendo el procedimiento descrito por Quillardet en el 1982,%° pero con
modificaciones para el uso de sustratos fluorescentes.®

Los cultivos bacterianos se dejaron crecer hasta una DOgoonm de 0.4, posteriormente

fueron diluidas (1/10) en un medio LBA (2X) y distribuidos en viales estériles (a razon de
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500 puL por vial). Las concentraciones finales evaluadas del extracto fueron: 50, 250, 500

y 1000 upg/mL y los experimentos se realizaron empleando una dosis de 150 Gy,
escogida sobre la base de su potencialidad para inducir dafio primario.?* En los ensayos
con activacion metabdlica se afiadieron 50 uL de la fraccion Sg, y bleomicina (15 pg/mL)
como control positivo; en los desarrollados sin activacion metabdlica, se utilizaron 50 uL
de agua destilada estéril y como control positivo se irradi6 el cultivo sin el extracto. En
ambos casos el control negativo consistié en células sin el extracto y sin tratamientos.
Todos los viales fueron incubados durante 30 minutos a 8°C y se irradiaron a 150 Gy
incubaron durante 2 horas a 37°C para su recuperacion. En la realizacion del ensayo se
siguié un esquema de cotratamiento y posterior a la recuperacion celular se realizaron
los ensayos enzimaticos para la determinacion de la actividad B-galactosidasa y fosfatasa
alcalina.

Para la determinacion de la actividad p-galactosidasa se distribuyeron 13 ul de las células
tratadas en placas para ELISA, que contenia 110 ul de buffer Z por pocillo. Estas placas,
se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente y luego, a cada pocillo, se le
adicionaron 26 ul de 4-metil umbelliferil p-D galactopiranésido a una concentracién de
0.39 mg/ml preparado en buffer T. Las placas se incubaron 40 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente e inmediatamente se pasaron a placa de lectura.

Para la determinacién de la actividad fosfatasa alcalina se distribuyeron 13 ul de las
células tratadas en placas para ELISA que contenia 110 ul de buffer T. Se incub6é 20
minutos a temperatura ambiente y se adicionaron 26 ul de 4-metil umbelliferil fosfato a
una concentracion de 0.13 mg/ml preparado en buffer Dietanolamina. Las placas se
incubaron 40 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente e inmediatamente se
pasaron a placa de lectura. En ambos ensayos enzimaticos, la fluorescencia se midié con
un lector de placas para ELISA, SUMA PR-531 (CIE), segun las indicaciones del

fabricante.
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Calculo del factor de induccion SOS (FI).
Como criterio de genotoxicidad se utilizé el Factor de Induccion SOS (FI) y se calculo

segun la férmula siguiente:*®

B —galactosidasa (i)

_ fosfatasa alcalina (1)

FI=
B — galactosidasa (c)

fosfatasa alcalina (¢)

donde (i) y (c), son los valores de fluorescencia para la concentracion evaluada y el
control negativo del experimento, respectivamente. Se realizaron tres experimentos
independientes para la cepa en estudio, con cuatro réplicas por muestra.

Calculo del por ciento de genotoxicidad remanente (26GR).

El por ciento de genotoxicidad remanente (%0GR) se determiné para cada una de las

concentraciones evaluadas del extracto como se indica a continuacion.

Fl(le) - FI (Be)
FI(1) - FI(B)

%GR =100 x

donde FI (le) es el dafo inducido en células irradiadas en presencia del extracto, Fl (Be)
es el dafio inducido por el extracto sin irradiar, FlI (1) es el dafio inducido por radiaciones
gamma (control positivo) y FI (B) es el dafio inducido en el control negativo. El %GR fue
calculado a partir de tres experimentos independientes con cuatro réplicas cada uno.
Analisis estadistico.

Se calcularon los valores medios de FI y %GR para cada dosis y sus controles, de
manera independiente para cada tratamiento. Posteriormente se verificaron los
supuestos distribucionales de aproximacion para una distribucion normal (prueba de
Kolmogorov-Smirnov) y se aplico la prueba de Levene para determinar
homocedasticidad. Para la comparacion de medias en todos los ensayos se utilizé la
prueba Tukey. De forma global, los analisis se efectuaron con el software STATISTICA

6.1. En todos los casos se consideraron significativos los valores de p<0,05.
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Resultados y Discusion

Con el objetivo de determinar las concentraciones y condiciones experimentales
para el ensayo de antigenotoxicidad en SOS Chromotest, se evalué primeramente el
efecto genotéxico del Vimang en este mismo ensayo. Con este propdésito, se considero el
criterio emitido por Kevekordes en el 1999; %® para el caso especifico de productos de
origen natural. Segun dichos autores, un compuesto de esta clase se considera como
genotoxico cuando el factor de induccion SOS (Fl), a la dosis dada, es igual o superior a
dos.

En la figura 1 se grafican los valores FlI obtenidos para las diferentes
concentraciones de Vimang ensayadas (50, 250, 500 y 1000 pg/mL). Como se puede
apreciar, en el caso de los experimentos realizados en ausencia de activacion metabdlica,
todos los FI calculados para las muestras en ensayo, resultaron similares en magnitud al
FI del control negativo e inferiores a dos. Por consiguiente, al realizar la comparacién
estadistica entre los valores medios de FlI no se detectaron diferencias significativas ni
entre las cuatro concentraciones estudiadas ni con relacion al control negativo. Esto
indica que, en el rango de concentraciones estudiado, el Vimang no posee caracter
genotodxico y guarda relacién con lo encontrado por Garrido en el 2001; *® quienes
reportaron que el Vimang no induce SSB ni clastogénesis en linfocitos
polimorfonucleares. De forma similar, Rodeiro y colaboradores en el 2006, 2" no
observaron la induccion de microndcleos en células humanas, al evaluar diferentes
concentraciones del extracto (150-1500 ug/mL).

Al analizar los resultados obtenidos para los ensayos realizados en presencia de la
fraccion S9, se encontr6 que Fl sigui6 un comportamiento semejante al de los
experimentos efectuados sin S9. Esta evidencia sugiere que la presencia de activacion
metabdlica no altera la genotoxicidad del extracto, a diferencia de lo que se ha reportado
para otros compuestos ricos en polifenoles.?® Esto podria deberse a que: 1) alguno o

varios de los componentes del extracto inhiban las enzimas de Fase |, predominantes en
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la fraccion microsomal; 2) las transformaciones bioquimicas promovidas por las enzimas

de la fraccion no modifican el potencial genotdxico del producto.

En general, las determinaciones anteriores de Fl guardan relacion con lo
encontrado por Rodeiro y colaboradores en el afio 2006; 2’ quienes reportaron —con el
empleo de una variante del ensayo de Ames- que el extracto objeto de estudio no es
mutagénico en un rango de concentraciones entre 200 y 5000 pg/por placa; tanto en
presencia como en ausencia de activacion metabdlica.

Paralelamente los estudios efectuados con Ila mangiferina, componente
mayoritario del extracto, han demostrado que esta no provoca efectos genotdxicos sobre
linfocitos de sangre periférica humana (ensayo de inducciéon de micronucleos) e inhibe la
carcinogénesis de médula en machos de la rata F344.2°

De forma general los resultados del ensayo SOS Chromotest complementan los
estudios de genotoxicidad realizados al Vimang por otros autores, en los que no se ha
reportado efecto mutagénico ni carcinogénico.

Para la evaluacion del potencial radioprotector del Vimang con el empleo del
ensayo SOS Chromotest, se recurriéo a la determinacion del por ciento de genotoxicidad
remanente (%GR). En este caso, la disminucion de este parametro respecto al 100%
(control positivo), constituyé el indicio apropiado para establecer el caréacter
radioprotector del compuesto investigado.

En la tabla 1 se muestran los valores de %GR calculados para las diferentes
concentraciones del producto ensayadas en ausencia de S9. Como se puede apreciar; el
producto investigado disminuy6 el nivel de dafio causado por la radiacion gamma en las
cuatro concentraciones utilizadas con relacion al control positivo.

No obstante, al efectuar el andlisis estadistico correspondiente, sélo se detectaron
diferencias significativas con relacion al control positivo en el caso del %GR calculado en
las dosis 250, 500 y 1000 pg/ mL. Estos datos sugieren que en E. coli PQ37: 1) el

Vimang presenta caracter radioprotector contra la radiacibn gamma, cuando se emplea a
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una concentracion igual o superior a 250 ug/mL; 2) los componentes de este extracto

vegetal ejercen radioproteccion a través de un mecanismo antigenotoéxico.

Con anterioridad se ha reportado la radioproteccion que ejercen sobre el ADN los
extractos vegetales. Ejemplo de ello son los extractos etandlicos de Piper betel L y de
Podophyllum hexandrum R; los cuales se plantea, tienen la capacidad de prevenir las
roturas de cadena inducidas por la radiacién en el plasmido pBR322.7 *°

La actividad genoprotectora de estos productos naturales se atribuye
primariamente a la presencia en estos de compuestos fendlicos y a su habilidad de
secuestrar radicales hidroxilo y superéxido.’® Coincidentemente, este efecto ha sido
reportado también para el Vimang, el cual protege contra la generacion de ERO inducida

por bleomicina.’
Conclusiones

Se pudo concluir que el extracto acuoso de M. indica L (Vimang), mostré un efecto

radioprotector en las dosis de 250, 500 y 1000 pug/mL, en el ensayo SOS Chromotest.
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Figura 1. Induccion de la respuesta SOS en E. coli PQ37 frente al Vimang (ensayo SOS

Chromotest). Para los estudios realizados en ausencia de activacion metabdlica, se utilizd
radiacion gamma (150 Gy) como control positivo. En el caso de los experimentos
efectuados en presencia de la fraccion S9, el control utilizado fue Bleomicina (15
mg/mL). Cada valor representa la X = SD de cuatro experimentos independientes con

cuatro réplicas cada uno.
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Letras iguales no difieren significativamente para la prueba de Tukey (p < 0.05).

Tabla 1. Genotoxicidad remanente (%GR) en E.coli PQ37 frente el Vimang (ensayo SOS-
Chromotest). Como control positivo se utilizé radiacion gamma (150 Gy). Cada valor

representa la X & SD de tres experimentos independientes con cuatro réplicas cada uno.

GENOTOXICIDAD
REMANENTE (%GR)
Control positivo 100 (a)
50 82,3+ 5,1 (a)
. 250 55,5+ 3,0 (b
Vimang (ug/mL) 500 60,9 + 5,0 Ebg
1000 59,1 + 3,0 (b)

Letras iguales no difieren significativamente para la prueba de Tukey (p < 0.05).
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