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D. GLOSARIO

ABTS: 2, 2’-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
CLso: Concentracion Letal Media

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo

EAG: Equivalentes de acido galico

FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power/Poder Antioxidante Reductor de Fierro
FCR: Ensayo de Folin-Ciocalteau

g: Gramos

H20,: Perdxido de Hidrégeno

HCI: Acido Clorhidrico

HT-29: Linea celular (células de cancer de colon)

K562: Linea celular (células de cancer de leucemia mielégena)
L: Litro

MDA-MB-231: Linea celular (células de cancer de mama)
MCF-7: Linea celular (células de cancer de mama)

mM: Milimolar

mg: Miligramo

mL: Mililitro

NCI-ADR/RES: Linea celular (células de cancer de ovario)
NCI-H460: Linea celular (células de cancer de pulmon)

nm: Nanémetro

OVCARQO3: Linea celular (células de cancer de ovario)

OH: Radical Hidroxilo

PC-3: Linea celular (células de cancer de prostata)

TROLOX: Antioxidante sintético analogo de la vitamina C (6-hydroxy
2,5,7,8,tetramethylchroman-2-carboxylic acid)

UACC-62: Linea celular (células de cancer de melanoma)
WT: Wild Type/Cepa Silvestre
786-0: Linea celular (células de adenocarcinoma renal)

W: Micro (1x10°)
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E. RESUMEN

El mango es el fruto del arbol Mangifera indica, es rico en calcio, magnesio, potasio,
fésforo, vitamina A, vitamina C, fibras y antioxidantes, razon por la cual su mercado
esta creciendo continuamente. La semilla representa del 28 al 38% de su peso y es
el mayor producto de desecho sin aparente valor nutrimental y econémico, en la que
diversos estudios han demostrado la presencia de un alto contenido de compuestos
polifendlicos que le confieren un importante efecto antioxidante, pero carecen de
estudios enfocados en la participacién de estos compuestos como antioxidantes
indirectos enfocados al tratamiento y prevencién de enfermedades cronico
degenerativas. En este estudio se realizé la extraccion metandlica a partir de
semillas de las variedades Ataulfo, Tommy, Criollo, Kent, Haden y Manila. La
cuantificacion de compuestos fendlicos se realiz6 mediante el método de Folin-
Ciocalteu. La actividad antioxidante in vitro se determiné mediante la técnica DPPH.
Para las pruebas in vivo, se utilizé la cepa silvestre de Caenorhabditis elegans (N2)
como modelo experimental, los cuales fueron sometidos a estrés oxidante mediante
la adicién de H202 en el medio. Los resultados mostraron que los extractos de las
variedades Haden y Kent presentan una mayor proteccidén ante el estrés oxidativo
donde la letalidad de C. elegans se observo hasta las 6 horas de exposiciéon con
una concentracion de H202 de 5 mM. Ademas, se analizé el efecto toxico de los
extractos en Artemia salina, donde el extracto de la variedad Tommy a una
concentracion 1 ug/mL muestra una letalidad a las 4 horas de exposicion. El extracto
metandlico de la semilla de Mangifera indica contiene altas cantidades de
compuestos fendlicos. Sin embargo, no protegen del estrés oxidativo a C. elegans
ya que probablemente se ven afectados por otras moléculas presentes en este.

10
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F. ABSTRACT

The mango is the fruit of the Mangifera indica tree. It is rich in calcium, magnesium,
potassium, phosphorus, vitamin A, vitamin C, fibers and antioxidants, for this reson,
its market is growing continuously. The seed represents 28 to 38% of its weight and
is the largest waste product without apparent nutritional and economic value. Several
studies have shown the presence of a high content of polyphenolic compounds that
give it an important antioxidant effect, but they lack of studies focused on the
participation of these compounds as indirect antioxidants focused on the treatment
and prevention of chronic degenerative diseases. In this study, the methanolic
extraction from seeds of Ataulfo, Tommy, Criollo, Kent, Haden and Manila varieties
was performed. The quantification of phenolic compounds was carried out by the
Folin-Ciocalteu method. Antioxidant activity in vitro was determined by the DPPH
technique. For in vivo tests, the strain of Caenorhabditis elegans (N2) was used as
experimental model, which were subjected to oxidative stress by the addition of H202
in the medium. The results showed that the extracts of Haden and Kent varieties
present a greater protection against oxidant stress, where the lethality of C. elegans
was observed until 6 hours of exposure, with a concentration of Hydrogen Peroxide
of 5 mM. In addition, the toxic effect of the extracts in Artemia salina was analyzed,
the extract of the Tommy variety at a concentration of 1 ug / mL shows a lethality at
4 hours of exposure. The methanolic extract of the Mangifera indica seed contains
high amounts of phenolic compounds. However, they do not protect C. elegans from

oxidative stress since they are probably affected by other molecules present in it.

Palabras clave: Nematodo, Perdxido, Radicales, Oxidacion, Antioxidante.
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1. INTRODUCCION

El incremento en los riesgos potenciales para la salud asociados con el consumo
de antioxidantes, ha promovido el interés de muchos grupos de investigacién por la
busqueda de compuestos antioxidantes de fuentes naturales (Seneviratne y
Kotuwegedara, 2009). En este contexto, se han evaluado compuestos naturales con
potencial antioxidante y antimicrobiano como el acido ascoérbico, compuestos
fendlicos y carotenos (Kaur y Kapoor, 2001). El mango (Mangifera indica L.) es una
fruta tropical que destaca por su particular sabor y aroma, tiene amplia aceptacién
y una creciente demanda en los mercados internacionales. Las variedades
comercializadas a nivel local carecen de estudios que impulsen la promocion de su
consumo por el aporte nutricio-funcional y que permitan agregar valor a la cadena
productiva (Sumaya-Martinez y col., 2012). Uno de los compuestos que pueden dar
un valor adicional a este fruto son los antioxidantes naturales, los cuales estan
ampliamente distribuidos en los alimentos vegetales frescos y sus productos, entre
ellos la vitamina E, vitamina C, carotenoides y compuestos fendlicos,
especificamente flavonoides (Ercisli y col., 2008). Se han identificado compuestos
con propiedades antioxidantes en los subproductos cascaras y semillas del mango
(Larrauri y col., 1996; Rincon y col., 2005; Soong y Barlow, 2004) y es considerable
la cantidad que la industria procesadora de frutas genera al elaborar estos
productos, lo cual representa un problema econémico y ambiental (Soon g y Barlow,
2004). Por ello, es necesario plantear alternativas de uso de dichos subproductos

(Cerezal y Duarte, 2005).

12
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2. ANTECEDENTES
2.1 Mango

El mango es el fruto del arbol Mangifera indica, originario de la India, su taxonomia
se indica en la tabla 1. Se trata comunmente de un arbol frondoso de hasta 20
metros de altura, de copa redonda, hoja perenne, siempre verde y muy longevo. El

fruto es una drupa que varia en forma, tamafo y color, dependiendo de la variedad.

Tabla 1. Taxonomia del género Mangifera.

Clase Dicotiledéneas
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Suborden Anacardiineae
Familia Anacardiaceae
Género Mangifera
Especie indica

Una de las variedades con mayor superficie cultivada es el mango de la variedad
Tommy, fruto de excelente calidad, de color rojo predominante, de forma redonda y
tamano mediano (350 a 450 g); la pulpa es jugosa con poco contenido de fibra
(figura 1). Actualmente se conocen mas de 1000 diferentes variedades de mangos
en todo el mundo y casi todas estas variedades de mango injerto se derivan de una
variedad obtenida por evolucion natural y adaptacién climatica a traves del tiempo

(SAGARPA, 2005). Las principales variedades cultivadas en México son Ataulfo,
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Manila, Haden, Irwin, Kent, Keitt y Criollo; las tres primeras son las que se

comercializan en el mercado internacional (CONASPROMANGO, 2012).

Figura 1. Fruto del mango (TopTropicals.com)

2.2 Origen y distribucién

El origen del mango se situa en el noreste de Asia en la zona tropical. Este arbol es
de clima tropical, habita en temperaturas calidas y semicalidas. En México se tienen
plantadas aproximadamente 181,000 hectareas. Se producen mangos de diferentes
cultivos los cuales son consumidos o demandados para diversos fines. La mayor
parte de la superficie cultivada se ubica en los estados de Veracruz, Michoacan,
Guerrero, Oaxaca, Nayarit, Sinaloa y Chiapas, sin embargo, SAGARPA ha incluido

muchos otros estados donde también se cultiva este fruto.
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2.3 Propiedades quimicas del mango

El mango es una fruta rica en calcio, magnesio, potasio, fésforo, vitamina A (lICA.,
2007), vitamina C, fibras y antioxidantes, razon por la cual su mercado esta
creciendo continuamente. El acido citrico es el predominante, aunque también se
encuentran el acido malico, succinico, urdnico, tartarico y oxalico en cantidades
menores (Jagtiani y col.,1988) y su composicion depende de la variedad, asi como
el estado de madurez que se tenga en el fruto (Stafford, 1983). EI contenido de
acido ascorbico y la acidez total disminuyen durante el desarrollo del fruto, mientras
que los carotenoides y azucares totales aumentan (Laskshminarayana, 1973). En

la tabla 2 se muestra el contenido de nutrientes del mango.

El mango, por su alto contenido de acido ascérbico (vitamina C), resulta un fruto
atrayente debido a que esté representa propiedades antioxidantes, por lo que puede
ser un potente antioxidante de procedencia exdgena para el ser humano.

Cabe mencionar que la composicidén quimica del fruto del mango es distinta desde
la cascara hasta la semilla. Por ejemplo, la semilla contiene los alcaloides de los
isbmeros cis y trans de zeatina ribdsidos, la almendra de la semilla contiene los
triterpenos alfa y beta-amirenona, alfa-amirina, citrostadienol, 24-metileno-cicloar-
tenol, ciclobromol, ciclosadol, dammaradienol, friedelinol, germanicol, gramisterol,
lofenol y obtusigenol; y los esteroles dehidro-avenasterol, campesterol, colesterol y

beta-sitosterol (Torres y col., 2010; Guevara y col., 2004).
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Tabla 2. Contenido nutrimental del mango (por cada 100 g de pulpa).

Agua 81.7%
Calorias 66 cal
Proteina 0.7g

Grasa 0.49g

Carbohidratos totales 16.8

Fibra 0.9g

Ceniza 0.4g

Calcio 10mg
Fésforo 13mg

Hierro 0.4mg

Sodio 7mg
Potasio 189mg

Vitamina A 4,800 Ul

Tiamina 0.05 mg
Riboflavina 0.05mg
Niacina 1.1mg
Acido ascorbico 35 mg

16
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2.4 Consumo del mango en México

El consumo per capita de mango en México en el afio 2016 fue de 11.6 kilogramos,
lo cual evidencia la aceptabilidad de consumo por la sociedad, asi como la
importancia de su produccién para la economia nacional, principalmente en lo que
se refiere a los cultivares Ataulfo, Haden, Kent, Tommy Atkins y Manila, entre otros.
El mango se consume, principalmente, como fruto fresco, por su pulpa, aunque
también se obtienen productos de valor agregado como mermeladas, jugos,
rebanadas en almibar, rodajas en enlatados y productos congelados vy
deshidratados. Ademas de la pulpa, el aceite de la semilla es utilizado en la industria

cosmética (SAGARPA, 2017).

Sin embargo, en los ultimos afios se han generado lineas de investigacion que
favorecen la innovacion y el desarrollo de tecnologia para la obtencién de productos
de alto valor agregado del mango. Esto debido a la presencia de compuestos
bioactivos en diferentes partes del cultivar, como la piel y la semilla del fruto, ademas

de las hojas y la corteza de la planta (Bukasov, 2007).

2.5 Actividades terapéuticas del mango

Se ha evaluado el efecto antimicrobiano del extracto acuoso de las hojas de mango
en estudios tanto in vivo como in vitro; el extracto etandlico de la corteza de mango
se considera de accion débil; pero el extracto acuoso, etandlico y metandlico de la
semilla presenta una fuerte actividad contra bacterias Gram positivas en estudios in
vitro y actividad antimicética contra Candida albicans (Alonso, 2004; Duke y col.,

2012; Sowmiya, 2009).

17
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Por otra parte, se ha determinado la actividad inmunoldgica del extracto etandlico
de la corteza del mango, este se administro a ratas y al finalizar el ensayo se produjo
un aumento de anticuerpos tumorales, provocando un retraso en |la
hipersensibilidad al extracto (actividad inmunoestimulante) (Garrido y col., 2004;
Garcia, 2006). Esta actividad inmunolégica del extracto se le atribuyo a los
compuestos fendlicos presentes en este, demostrando tener una actividad

antioxidante en los roedores.

2.6 Compuestos fendlicos y sus derivados

Los compuestos fendlicos, son un grupo de compuestos formados por la unién de
un anillo aromatico y uno o mas grupos hidroxilos (-OH). En las plantas son parte
de los metabolitos secundarios, muchos son productos de defensa ante herbivoros
y patdégenos, otros proveen soporte mecanico a la planta, otros atraen polinizadores
o dispersores de frutos, algunos de ellos absorben la radiacion ultravioleta, o actuan
como agentes alelopaticos. Algunos compuestos fendlicos son solubles en
disolventes organicos, otros son glucdsidos o acidos carboxilicos y por lo tanto
solubles en agua, y otros son polimeros muy grandes e insolubles. Con base en su
esqueleto quimico los compuestos fendlicos se clasifican en: fenoles simples como

la vainillina y fenoles complejos como los flavonoides.

18
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2.6.1 Compuestos fendlicos del mango

Un total de 12 flavonoides y xantonas han sido identificados en la piel y semillas de
mango, considerandolos una fuente de antioxidantes bioactivos (Ribeiro y col.,
2008); la piel de mango posee flavonoles, xantona-C-glicésido, galotaninos y
derivados de benzofenona (Berardini y col., 2004).

En el mango ademas se puede encontrar: acido galico, acido elagico (Berardini y
col., 2004), taninos, cumarina, vainillina, acido ferulico, acido cinamico (Ashoush y

Gadallah, 2011; Martinez y col., 2000).

La mangiferina, xantona-C-glicésido, llama la atencion por la gran variedad de
propiedades farmacolégicas, ademas de su capacidad antioxidante, antidiabética,

antitumoral y antiviral (Guha y col., 1996).

En la figura 2 se muestran algunos compuestos fendlicos encontrados en el fruto

del mango.
4 Os_-OH o )
0
H3CO x OH AN OH
HO OH HO
_ OH ) )
Acido galico Acido ferulico Acido cinamico

Figura 2. Estructura de compuestos fendlicos encontrados en el mango.
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Como ya se ha mencionado anteriormente, el mango contiene una gran cantidad de
polifenoles. Estos son compuestos bioactivos ampliamente conocidos debido a sus
propiedades antioxidantes, por lo tanto, tienen un papel muy importante para
disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares, diabetes, algunos tipos de

cancer, alzheimer y parkinson.

2.7 Estrés oxidativo y actividad antioxidante

Gutteridge y Halliwell en 1990 definieron “antioxidante” como cualquier sustancia
que cuando esta presente a bajas concentraciones respecto a las de un sustrato
oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidacién de este sustrato. Para
que un antioxidante tenga actividad debe cumplir una caracteristica basica que es
generar un radical mas estable y menos dafino para la célula después de reaccionar

con la especie reactiva.

El estrés oxidativo ocurre cuando hay un desequilibrio en nuestras células debido a
un aumento en los radicales libres y/o una disminucién en los antioxidantes. Con el
tiempo, este desajuste en el equilibrio entre los radicales libres y los antioxidantes
puede generar danos en la célula (COEC, 2012). El estrés oxidativo puede causarse
por: disminucion de antioxidantes debido a mutaciones o a toxinas que causan
disminucién de defensas o por el incremento en la produccidn de especies reactivas

a causa de la exposicidn a elevados niveles de oxigeno (Garcia, 2006).
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2.8 Propiedades antioxidantes del mango

Las variedades comercializadas a nivel local carecen de estudios que impulsen la
promocién de su consumo por el aporte nutricio-funcional y que permitan agregar
valor a la cadena productiva (Sumaya-Martinez y col., 2012). Uno de los
compuestos que pueden dar un valor adicional a este fruto son los antioxidantes
naturales, los cuales estan ampliamente distribuidos en los alimentos vegetales
frescos y sus productos, entre ellos la vitamina E, vitamina C, carotenoides y
compuestos fendlicos, especificamente flavonoides (Ercisli y col., 2008).

Entre los principales factores que afectan la actividad antioxidante de los extractos,
se encuentra: calidad de la planta, origen geografico, condiciones climaticas, época
de recoleccién y almacenamiento (Conde, 2009).

De acuerdo con estudios en algunos vegetales (Corrales-Bernal y col., 2014;
Kuskoski y col., 2005), frutos como mango (Mangifera indica L.) y guayaba (Psidium
guajava L.) poseen propiedades medicinales o nutracéuticas, las cuales son
atribuidas principalmente al conjunto de compuestos fendlicos contenidos,
carotenoides totales y a su capacidad antioxidante.

La actividad antioxidante equivalente a vitamina C en la pulpa de mango var. Ataulfo
determinada por el método de inhibicién del radical libre DPPHe (2,2-difenil-1-picril-
hidracilo) fue de 179 mg/100 g (Robles-Sanchez y col., 2009). Este valor también
resulté superior a los reportados en la pifia (41.1 mg/100 g), guayaba (100.7 mg/100
g), uva (105.9 mg/100 g) y fresa (132.8 mg/100 g) (Kuskoski y col., 2005).

Soong y Barlow en el 2004, evaluaron la capacidad antioxidante y el contenido
fendlico de las semillas de mango, aguacate y tamarindo, usando los métodos ABTS
(acido 2, 2’-azino-bis 3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfénico), FRAP (ensayo del poder
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antioxidante reductor del ion fierro) y FCR (ensayo de Folin-Ciocalteau). En dicho
estudio se encontr6 que la semilla de mango presenta mayor capacidad antioxidante
y contenido fendlico que la semilla de tamarindo y aguacate. Los valores para ABTS
fueron de 762, 698 y 236.1 umol/g de equivalentes de acido ascorbico para la
semilla del mango, aguacate y tamarindo respectivamente. Los valores de FRAP
para el mango, aguacate y tamarindo fueron de 2572, 2486 y 1484 umol/g,
respectivamente.

En 2011 se realizd un estudio del efecto antitumoral de Vimang®, un
fitomedicamento obtenido por una extraccion acuosa de la corteza de Mangifera
indica L. en la linea celular MDA-MB-231 de cancer de mama en el cual el
tratamiento con el extracto del mango disminuy6 significativamente el porcentaje de
inhibicion celular en comparacion con el control de DMSO, este efecto antitumoral
se le atribuyd al acido galico y la xantana Mangifera, presentes en este extracto
(Garcia y col., 2001).

El estudio mas reciente se realiz6 con el aceite de las hojas de Mangifera indica var.
Coquino, se evalu6é su efecto antiproliferativo y citotdoxico en lineas celulares
tumorales humanas de mama MCF-7, leucemia K562, ovario NCI-ADR/RES y
OVCAR-3, pulmén NCI-H460, melanoma UACC-62, riidn 786-0, préstata PC-3 y
colon HT-29. Obteniendo una fuerte actividad contra NCI-ADR/RES, OVCAR-3
(ovario), NCI-H460 (pulmén), 786-0 (rifion) y UACC-62 (melanoma) y una actividad

moderada contra HT-29 (colon), PC-3(prostata) y MCF-7 (mama).
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2.9 Determinacion de la capacidad antioxidante

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in
vivo, las determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan
tan sélo una idea aproximada de lo que ocurre in vivo. Las técnicas
espectrofotométricas son muy utilizadas para determina la actividad antioxidante
frente a sustancias cromogenas de naturaleza radical, ocurriendo una pérdida de
color proporcional con la concentracién (Rojas y col., 2008) y las mas utilizadas son
DPPH, ABTS y FRAP.

2.9.1 Caenorhabditis elegans para determinacion antioxidante in
Vivo

El nematodo C. elegans ha demostrado ser un potente organismo modelo en el
estudio de varios procesos biologicos, incluyendo el desarrollo, el envejecimiento y
una serie de condiciones patoldgicas (Brenner, 1974; Kenyon y col.,, 1993;
Rodriguez y col., 2013; Felix y Barkoulas, 2012; Antoshechkin y Sternberg, 2007).
C. elegans ofrece varias ventajas experimentales incluyendo el bajo costo, el
mantenimiento directo, la capacidad de escala y su transparencia, que permite la
microscopia. Ademas, tienen un ciclo de vida corto (x 25 dias a 20°C) que le
proporciona una ventaja clave en los estudios de envejecimiento. Ademas, se
pueden distinguir muchos tipos de células diferentes en C. elegans, incluyendo
neuronas, células musculares, intestino y células excretoras (Antoshechkin y

Sternberg, 2007) que han sido bien caracterizadas.
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3. JUSTIFICACION

El mango representa una industria de gran importancia y valor en México, siendo
uno de los principales productores y exportadores a nivel mundial, donde la semilla
representa del 28 al 38% del peso total del fruto. Diversos estudios sobre la
composicién de la semilla de mango han mostrado la presencia de multiples
compuestos fendlicos con capacidad antioxidante y que esta se puede ver afectada
dependiendo de las distintas variedades de mango. Debido a lo anterior, se plantea
el uso de la semilla de Mangifera indica como una posible fuente de metabolitos con
aplicaciéon farmacéutica en la prevencion de distintas enfermedades cronico
degenerativas asociadas con el estrés oxidativo, dandole utilidad y valor agregado

por ser considerado un producto de desecho.
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4. HIPOTESIS

Los extractos metandlicos de la semilla de Mangifera indica previenen del estrés

oxidativo in vitro e in vivo.

5. OBJETIVO GENERAL

Analizar la actividad antioxidante de los extractos fendlicos de la semilla de

diferentes variedades de Mangifera indica in vitro e in vivo.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

* Cuantificar el contenido de fenoles totales de los extractos fendlicos de la
semilla de seis variedades de Mangifera indica.
+ Evaluar el efecto antioxidante in vitro e in vivo de los extractos fendlicos de

la semilla de Mangifera indica.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material bioldgico

Se utilizaron las semillas de las siguientes variedades de Mangifera indica: Tommy,
Ataulfo, Manila, Haden, Kent y Criollo (figura 3). Las cuales fueron obtenidas de “El

Capire de Lombardia”, municipio de Gabriel Zamora, Michoacan.

.
- \'
Ataulfo Kent
Criollo Haden Manila

Figura 3. Variedades de mango.

7.2 Extraccion metanodlica

Inicialmente se separd el pericarpio, el mesocarpio, las fibras y la testa para
quedarnos solo con la semilla, una vez obtenida la semilla de cada fruto de las seis
variedades diferentes de Mangifera indica, se trituraron 15 g y se afiadieron en un
matraz Erlenmeyer de 125 mL, se agregaron 50 mL de metanol:HCI (50:1 % v / v),
posteriormente se dejo en agitacién durante 30 minutos y después de una filtracién
con papel filtro Whatman™ No.1 se obtuvo un volumen final de 150 mL de cada

muestra, se concentrd el contenido en un rotavapor RV 10 digital (IKA®, Wilmington,
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USA) a una temperatura de 70°C hasta obtener un volumen final de 1 a 5 mL (todo

esto en oscuridad), se colocd en un vial color ambar y se almaceno a 4°C.

7.3 Cuantificacion de compuestos fendlicos
La cuantificacion de compuestos fendlicos se determind por el método de Folin-

Ciocalteu reportado por Wan y col en 2011, con adecuaciones para placa de 96
pozos. Se realizé una curva de calibracién utilizando como estandar al Acido galico
(Sigma G7384) a las concentraciones de 5 pg/mL, 2.5 pg/mL, 1.25 yg/mL, 0.625
pg/mL, 0.3125 ug/mL, 0.15625 pg/mL, 0.078125 pg/mL, y se prepard una soluciéon
de Na2COs al 7.5% y el reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma F9252) al 1N.
Posteriormente se afiadieron 2 uL de la muestra o estandar, 50 uL del reactivo de
Folin-Ciocalteu, 40 uL de Na2COs y 158 uL de H20 desionizada, posteriormente se
incubo en obscuridad durante 2 h en una microplaca de 96 pozos y se leyeron las
muestras a una absorbancia de 764 nm en un lector de microplacas UV-Vis

(EPOCH, BioTek, EE.UU). Finalmente se analizaron los resultados.

7.4 Pruebas antioxidantes

7.4.1 Actividad antioxidante in vitro
El radical DPPH- (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo) se prepar6 a partir de un stock (10

mM) diluyéndolo con metanol al 80% hasta una concentracion final de 0.1 mM. Para
la curva de calibracion se utilizé el antioxidante sintético Trolox (Sigma 238813),
analogo a la vitamina E, del cual se prepar6 una curva de calibracién a las
concentraciones que van desde 800 mM, 400 mM, 200 mM, 100 mM, 50 mM, 25

mM y 12.5 mM. En una microplaca de 96 pozos agregando 140 uL de DPPH a una

concentracion de 10 mM (Sigma 09132) y 10 uL de muestra., Se incubo durante 2
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minutos en oscuridad y se le leyo la absorbancia a una longitud de onda de 517 nm
en un espectrometro UV-Vis para microplacas (Epoch, BioTek, USA). Cada una de

las muestras se hizo por triplicado.

7.4.2 Actividad antioxidante in vivo en C. elegans

Se utilizé como modelo bioldgico el nematodo Caenorhabditis elegans N2 (WT), en
los cuales se realizaron pruebas para determinar la concentracion letal y su
concentracion optima de fenoles totales de los extractos de Mangifera indica L. en
el nematodo. Utilizamos una microplaca de 96 pozos para realizar este ensayo,
agregando en cada pozo 145 uL del medio M9, 5 uL de nuestros extractos, 10
nematodos en el estadio adulto y se incubaron por 48 h en obscuridad a una
temperatura de 18°C., Transcurrido este tiempo se determiné el porcentaje de
supervivencia de la poblacion de nematodos, graficando los resultados de cada uno
de los extractos. Cada una de las muestras se realiz6 por cuadruplicado a las

concentraciones de 100 ug/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL y 12.5 pg/mL.

7.4.3 Ensayos de proteccion frente al estrés oxidativo

Una vez obtenidas las concentraciones 6ptimas de los extractos se realiz6 el ensayo
en una placa de 96 pozos., Se normalizé el extracto en el medio agregando en cada
pozo 145 uL de medio M9 y 5 uL del extracto metandlico de Mangifera indica L.,
(Variedad Ataulfo 50 ug/mL, Criollo, Kent 25 ug/mL, Haden, manila y Tommy 12.5
ug/mL), 10-15 nematodos por pozo y se incubaron por 48 h en obscuridad a una
temperatura de 18°C., Transcurrido este tiempo se realizaron 3 lavados con medio
M9 fresco para eliminar los residuos de los extractos, al finalizar los lavados se

afiadio el H202 para inducir un efecto de estrés oxidante a una concentracion de 1
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a 5 mM partiendo de un stock 80 mM de H202, y se incubaron durante 6 h a 18°C
determinando la supervivencia cada hora durante este transcurso de incubacion.
Los resultados obtenidos se graficaron en el programa estadistico Prisma 7

utilizando las graficas de supervivencia de Kaplan-Meier.

7.5 Ensayos de toxicidad

Para este ensayo se utilizé como modelo biolégico a Artemia salina, una especie de
crustaceo branquiépodo. Desde 1982 se han venido desarrollando bioensayos para
la determinacién de la citotoxicidad in vivo con la utilizacion de "camarones de mar"
(Artemia salina); los cuales son utilizados como via inicial de tamizaje citotoxico in
vivo de extractos. Los huevos de Artemia salina se incubaron en solucién de sal
marina en presencia de luz artificial y a temperatura ambiente durante 48 h. Las
pruebas se realizaron en una placa de 24 pozos, poniendo en cada uno de ellos 10
— 15 Artemias, 795 uL de agua (del estanque de cultivo de estas), 5 uL del extracto
metandlico de Mangifera indica y se incubaron a temperatura ambiente por 6 horas
determinando la supervivencia cada hora durante este transcurso de incubacion. El
calculo de la concentracion de extracto que provoca la muerte de 50 % de los

organismos (CLso) se grafico en el programa estadistico Prisma 7.
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8. RESULTADOS

8.1 Contenido de compuestos fendlicos

Se sabe que los compuestos fendlicos ejercen actividades antioxidantes en el
organismo y que su contenido varia de acuerdo a las distintas variedades en el
mango. Se observo que las semillas del mango de la variedad Ataulfo posee mayor
contenido de compuestos fendlicos totales en comparacion con las semillas de las
otras variedades, mostrando una diferencia significativa (p<0.05). El contenido de
fenoles en la semilla varié desde 7.9 mg EAG / g para el mango Kent hasta 27.98

mg EAG / g para la semilla del mango Ataulfo (Figura 4).
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Figura 4. Contenido de compuestos fendlicos en seis variedades de mango.
Las barras representan el error estandar (SE), ANOVA, Tukey, letras diferentes

denotan diferencia significativa p<0.05. N=3.
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8.2 Actividad antioxidante in vitro

En la prueba con el radical DPPH- la cual consiste en que este radical tiene un
electron desapareado y es de color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido
por la reaccién de la presencia de una sustancia antioxidante, siendo medida
espectrofotométricamente a 517 nm. Por diferencia de absorbancia se determina el
porcentaje de captacion de radical libre DPPH a una concentracion de 20 mg/L., Se
observo una mejor actividad antioxidante en la semilla del mango de la variedad
Tommy con una actividad antioxidante equivalente a 3.68 mM TROLOX, Kent con
3.47 mM TROLOX, Haden con 3.50 mM TROLOX, Manila con una actividad
antioxidante de 3.68 mM TROLOX y Ataulfo 3.09 mM TROLOX (Figura 5), la semilla
con menor actividad de eliminacion de este radical fue el mango criollo con 2.79 mM
TROLOX. Cabe mencionar que los extractos no fueron normalizados por lo que se

afiadieron 10 uL de extracto crudo.
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Figura 5. Actividad antioxidante de la semilla de seis variedades de mango por
latécnica de DPPH. Las barras representan el error estandar (SE), ANOVA, Tukey;
p< 0.05, letras diferentes denotan diferencia significativa. N=3.
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8.3 Actividad antioxidante in vivo

Inicialmente se realizé una curva de concentracidn-respuesta a los extractos de las
semillas de cada una de las variedades en estudio a concentraciones de 10 a 100
ug/mL de compuestos fendlicos en el medio. Se observd que para la semilla del
mango Ataulfo el limite de tolerancia a compuestos fendlicos fue de 50 ug/mL y una

concentracion de 100 ug/mL fue letal para Caenorhabditis elegans (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del extracto de la semilla del mango Ataulfo sobre la
supervivencia en C. elegans. N=3.

Por otro lado, para las semillas de mango de la variedad Kent y Criollo el limite de
tolerancia de estos compuestos fendlicos fue de 25 pg/mL y 100 ug/mL fue la

concentracion letal para la poblacion de nematodos (Figura 7).
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Figura 7. Efecto del extracto de la semilla del mango Criollo y Kent sobre la

supervivencia en C. elegans. N=3.

Finalmente, las semillas del mango Haden, Manila y Tommy presentaron las
mismas concentraciones limites de compuestos fendlicos en el medio siendo esta
de 12.5 ug/mL y la concentracion letal en C. elegans fue de tan solo 72 ug/mL
(Figura 8), observando para estas variedades en particular una sensibilidad mayor

con respecto a las variedades Kent, Criollo y Ataulfo.
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Figura 8. Efecto del extracto de la semilla del mango Haden, Manilay Tommy

sobre la supervivencia en C. elegans. N=3.

34



UMSNH

8.3.1 Estrés oxidativo con Peroxido de Hidrogeno (H20,)

Después de determinar la concentracidn maxima de tolerancia de los extractos en
C. elegans se procedioé a analizar la proteccion contra el estrés oxidativo, para lo
cual se incubaron durante 48 h los nematodos con el extracto a las concentraciones
optimas obtenidas en las pruebas anteriores, donde se tiene un porcentaje de
supervivencia del 100% para cada una de las semillas de las diferentes variedades

de mango y se sometieron a estrés oxidativo con H202 a una concentracién de 1 a

5 mM.
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Figura 9. Efecto del extracto de la semilla del mango Ataulfo en la

supervivencia en C. elegans bajo el estrés oxidativo.

A) Gréfica de supervivencia.

B) Determinacién de la concentracion letal media.

Se observé que para la variedad Ataulfo, Tommy y Manila con la concentracién de
5 mM de H20:2 el porcentaje de supervivencia disminuye gradualmente hasta las 5
horas de exposicion en donde no se observa supervivencia de C. elegans (Figura

9), (Figura 10), (Figura 11).
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Figura 10. Efecto del extracto de la semilla del mango Tommy en la

supervivencia en C. elegans bajo el estrés oxidativo.

A) Grafica de supervivencia.

B) Determinacién de la concentracion letal media.

120.0

i
o
o
o

% de supervivencia

0.0

80.0 -

60.0 -

40.0 ~

20.0 -

m

A

2

3 4 5
Tiempo en horas

6

=== Blanco

=l 1mM

e 2.5 MM

5mM

% de supervivencia

120.0
100.0
80.0
60.0
40.0
20.0
0.0

X=Y(50)-100/(-20)
X=2.5mM

0

2 4 6
Concentracion de H,0;

Figura 11. Efecto del extracto de la semilla del mango Manila en la

supervivencia en C. elegans bajo el estrés oxidativo.

A) Grafica de supervivencia.

B) Determinacién de la concentracion letal media.

En el tratamiento con el extracto de la semilla del mango de la variedad Criollo, en

la concentracion mas alta de H202 (5 mM) el porcentaje de supervivencia disminuyé

en comparacioén con las variedades Tommy y Ataulfo, mostrando una letalidad de la

poblacion a las 4 h de exposicién (Figura 12).
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Figura 12. Efecto del extracto de la semilla del mango Criollo en la

supervivencia en C. elegans bajo el estrés oxidativo.

A) Grafica de supervivencia.

B) Determinacién de la concentracion letal media.

Para la variedad Haden y Kent la letalidad de C. elegans se observo hasta las 6 h

de exposicion con una concentracion de H202de 5 mM. (Figura 13 y 14).
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Figura 13. Efecto del extracto de la semilladel mango Kent en la supervivencia

en C. elegans bajo el estrés oxidativo.

A) Grafica de supervivencia.

B) Determinacién de la concentracion letal media.
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Figura 14. Efecto del extracto de la semilla del mango Haden en la

supervivencia en C. elegans bajo el estrés oxidativo.

A) Grafica de supervivencia.

B) Determinacién de la concentracion letal media.

Finalmente se observé que las variedades Ataulfo, Tommy, Haden, Criollo y Manila

presentan una concentracion letal media de 2.5 mM, mientras que para la variedad

Kent la concentracion letal media fue de 2.52 mM a la hora 6 del tratamiento.
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Analizando el comportamiento de la supervivencia del nematodo a las tres y cuatro
horas, que representan el tiempo medio del ensayo, se observd que en el
tratamiento con H202 1 mM (figura 15), a la hora 3 y 4, los nematodos pretratados
con el extracto de la semilla de la variedad Haden presentaron un 80% de
supervivencia. Los nematodos pretratados con los extractos de las variedades
Ataulfo, Tommy y Kent, mostraron una supervivencia del 90 % a las tres horas,
disminuyendo al 80 % a las cuatro horas. Los nematodos pretratados con los
extractos de las variedades Criollo y Manila mantuvieron una supervivencia del 100
% a las tres horas, disminuyendo al 90 % para la cuarta hora. Los nematodos del
tratamiento Control, que fueron pretratados con los extractos de las diferentes
variedades de mango, pero que no se les adiciond H202, tuvieron una supervivencia

del 100 % en las seis horas que durd el ensayo.
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Figura 15. Supervivencia de C. elegans tratados con extractos fendlicos de

mango ante el estrés oxidativo a 1 mM de Hz20..
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Para el tratamiento con H202 2.5 mM (figura 16), a la hora 3 y 4, se observé que los
nematodos pretratados con los extractos de las semillas de las variedades Ataulfo,
Tommy y Haden presentan un 70 % de supervivencia. Los nematodos pretratados
con los extractos de las variedades Criollo y Manila, mostraron una supervivencia
del 80 % a las 3 horas, manteniéndose constante a la hora 4 en la variedad Manila
y disminuyendo la supervivencia en un 10 % en la variedad Criollo. Los nematodos
pretratados con el extracto de la semilla de la variedad Kent, mostraron una
supervivencia del 90 % en la hora 3, disminuyendo al 80 % para la cuarta hora con

respecto al Control.
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HCONTROL mATAULFO mTOMMY CRIOLLO ®KENT m®mHADEN = MANILA

Figura 16. Supervivencia de C. elegans tratados con extractos fendlicos de

mango ante el estrés oxidativo a 2.5 mM de Hz20:.

Finalmente, para el tratamiento con H202 5 mM (figura 17), a la hora 3, se observo
que los nematodos pretratados con los extractos de las semillas de las variedades
Criollo y Kent presentan una supervivencia del 20 %, disminuyendo al 10 % en la
variedad Manila a la cuarta hora y una supervivencia del 0 % en la variedad Criollo.
Los nematodos pretratados con los extractos de las semillas de las variedades
Tommy, Kent y Haden, mostraron un 30 % de supervivencia a la hora 3,
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manteniendo una supervivencia del 30 % en las variedades Kent y Haden a la cuarta
hora y disminuyendo en un 10 % para la variedad Tommy. Los nematodos
pretratados con los extractos de la semilla de la variedad Ataulfo, mostraron un 50
% de supervivencia en la hora 3, disminuyendo a 20 % a la cuarta hora con respecto

al tratamiento Control.
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Figura 17. Supervivencia de C. elegans tratados con extractos fendlicos de

mango ante el estrés oxidativo a 5 mM de H20:.

Analizando en conjunto los resultados previos (figuras 9 a la figura 17), las
principales diferencias observadas en los tratamientos se ven en el tiempo medio
del ensayo que corresponde a las 3 horas, en los cuales destaca el comportamiento
de la variedad Criollo que tiene la menor sobrevivencia y el comportamiento de las
variedades Kent y Haden que tuvieron la maxima sobrevivencia. Si bien la
concentracion letal media del H202 fue similar en todos los tratamientos (2.5 mM),
estos diferentes comportamientos en las curvas de supervivencia en tiempos
medios (tres a cuatro horas) del ensayo, nos sugieren diferencias en el perfil de
compuestos presentes en los extractos y por ende las variaciones observadas en

las cinéticas de supervivencia.
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8.3.2 Efecto téxico de los extractos de seis variedades de mango
en Artemia salina

Al ver el efecto toxico de nuestros extractos de la semilla de Mangifera indica en C.
elegans se quiso evaluar su toxicidad frente Artemia salina el cual se utiliza como
indicador para determinar si un extracto tiene potencial efecto anticancerigeno. En
la figura 18 se muestra el porcentaje de supervivencia de Artemia salina a diferentes
concentraciones de compuestos fenolicos en el medio, desde 1 pg/mL para la
variedad Kent, Haden, Manila, Criollo, Tommy y hasta 16 ug/mL para la variedad
Ataulfo. Se observé que el extracto de la semilla de la variedad Tommy muestra una
letalidad para Artemia salina a las 4 horas de exposicion al extracto, seguido por la
variedad Kent siendo las 5 horas de exposicion la mortalidad de la poblacion y
posteriormente a la hora 6 se muestra la muerte de la poblacion aquellos que
estuvieron bajo tratamiento con el extracto de la semilla del mango de la variedad

Manila, Criollo, Haden y Ataulfo.
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Figura 18. Efecto toxico del extracto de la semilla de seis variedades de

mango.
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9. DISCUSION

Esta investigacion tuvo como objetivo comparar entre diferentes variedades de
mango el contenido de compuestos fendlicos, ademas de su actividad antioxidante
con el nematodo Caenorhabditis elegans y su actividad toxica en Artemia salina. En
este contexto los antioxidantes naturales estan ampliamente distribuidos en los
alimentos vegetales frescos y sus productos, entre ellos la vitamina E, vitamina C,
carotenoides y compuestos fendlicos, especificamente flavonoides (Ercisli y col.,
2008), lo cual potenciaria su uso en enfermedades cronico-degenerativas,
contrarrestando el estrés oxidante que viene de la mano con este tipo de

enfermedades.

Por otro lado, si se utiliza el tejido entero del fruto podria traer beneficios econémicos
a los productores y reducir el impacto negativo al medio ambiente, dando lugar a
mayor diversidad de productos destinados al uso humano (Cerezal y Duarte., 2005).
Se ha descrito que cuando se corta en cubos el mango de la variedad Kent

(Magnifera indica) hay residuos del 13.5% de semilla (Ayala- Zavala y col., 2010).

En lo referente a la cuantificacion de compuestos fendlicos totales de semilla de
mango, los resultados obtenidos muestran que hay un mayor contenido de estos
compuestos en la semilla de la variedad Ataulfo y que la menor cantidad se
encuentra en la semilla de la variedad Kent, casi 4 veces menos que el mango
Ataulfo. Se ha reportado que en la pulpa del mango de la variedad Ataulfo el
contenido de fenoles totales es de 160 mg/100g de muestra (Robles-Sanchez y col.,
2009), sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos en la semilla se

encuentran 27 mg/g de muestra por lo que hay mas contenido de compuestos
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fendlicos en la semilla de esta variedad de Mango (Figura 4)., Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Larrauri y col., 1996 en donde se tiene un mayor
contendido de fenoles totales en la semilla del mango, incluso comparandolo con
otros frutos como la manzana, mandarina, papaya y pifia. Asi mismo Vega y col.,
2011 determinaron para la variedad Haden un contenido de fenoles totales de un
116.13 mg EAG / g de semilla por lo que en nuestro estudio el contenido de fenoles
totales para esta variedad es de 18 mg EAG / g, esto puede deberse a que existen
varios factores que pueden afectar a la composicién de compuestos fendlicos en el
fruto como por ejemplo las condiciones de clima, calidad de la planta, origen
geografico, condiciones climaticas, época de recoleccién, almacenamiento asi
como la extraccion de la muestra, (Conde, 2009). Se report6 que la variedad Haden
se encontraron polifenoles como el acido galico, acido cumarico, acido caféico,

magniferina, acido ferulico y acido cinamico.

Estudios previos han demostrado que el contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante, es mayor en las cascaras y semillas que en los tejidos
comestibles. De acuerdo con la capacidad antioxidante, aplicando la técnica de
inhibicion del radical DPPH, se observo que las seis variedades contienen casi la
misma concentraciéon de acidos fendlicos mostrando diferencias no muy
significativas entre ellas, la mayor actividad antioxidante es evidente en la semilla
del mango de las variedades Tommy, Kent, Haden y Manila. Curiosamente, para la
variedad del mango Kent, aunque obtuvo la menor cantidad de fenoles totales,
presenta una alta capacidad de eliminar este radical, esto podria deberse tanto al

tipo de compuestos fendlicos presentes en el extracto como a la sinergia que puede
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haber entre ellos para realizar dicha actividad y que las otras variedades no
presenten. Esto concuerda con un estudio realizado por Vega en el 2011, en donde
la semilla del mango de la variedad Kent tiene hasta un 90% de eliminacion del
radical DPPH, observando una menor actividad antioxidante en la pulpa del mango,

por lo que se debe a un menor contenido de fenoles totales presentes en la pulpa.

Analizando los resultados obtenidos en la prueba de cuantificacién de compuestos
fendlicos totales, se observa que hay diferencias significativas en la concentracion
de estos compuestos entre las seis variedades, a diferencia de la prueba DPPH,
donde se observo que el contenido de acidos fendlicos es muy similar entre ellas.
En general, en el mango la actividad antioxidante se le atribuye a su contenido de

flavonoides (Ribeiro y col., 2008).

En el ser humano, el estrés oxidante que se genera debido a las especies reactivas
del oxigeno como el H20:2 participa en enfermedades de gran importancia clinica
como la aterosclerosis, parkinson, encefalopatias, alzheimer y es parte importante
en el envejecimiento (Meyers y col., 1996). Para demostrar en C. elegans una
capacidad antioxidante de los extractos de las seis variedades del mango, al realizar
la prueba de tolerancia maxima a cada uno de estos extractos la semilla del mango
de la variedad Ataulfo mostré la mayor concentracion de tolerancia limite con
respecto a las otras variedades (50 ug/mL) , seguido de la variedad Kent y Criollo
(25 pg/mL) y finalmente para Haden, Manila y Tommy fue de 12.5 ug/mL, por lo que
estas ultimas variedades presentan mayor sensibilidad en C. elegans, lo cual puede

ser causado por la sinergia de otro metabolitos encontrados en estas variedades,
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ya que la diversidad de fitoquimicos es variable de acuerdo a la variedad. De
acuerdo a esta concentracion limite para cada variedad los ensayos con H20:2
mostraron que con una concentracion de 5 mM de este agente oxidante y el
tratamiento previo con los extractos de la semilla del mango no ejercen un efecto
protector significativo en C. elegans, ya que la concentracién letal media de H202a
la cual los extractos de la semilla del mango ejercen un efecto protector es de 2.5
mM, incluso se muestra una sensibilidad de los nematodos a los extractos de la

semilla del mango al inducir estrés oxidativo.

El repetido hallazgo epidemioldgico sobre el papel protector del consumo de frutas
y verduras contra el cancer, ha llevado a proponer la hipotesis de que los
fitoquimicos presentes en estos alimentos pueden disminuir el riesgo de cancer. Por
otra parte, se ha propuesto que la accion sinérgica entre los diferentes componentes
de un alimento de origen vegetal, potencia sus propiedades anticancerigenas, lo
que puede explicar el efecto preventivo sugerido a partir de estudios
epidemioldgicos (Carrillo-Rivera y col., 2011; Gallegos, 2006; Globocan, 2008;
Betancourt, 2001; Anaya y col., 2003). En este contexto, al determinar la capacidad
téxica en Artemia salina de cada uno de los extractos de la semilla del mango
observamos que la variedad Tommy tiene un mayor efecto toxico, ya que la
concentracion de extracto requerida fue de tan solo 1 mg/mL, sin embargo, aunque
para el mango de la variedad Ataulfo se requieren 16 mg/mL para ejercer la misma
accion, esta concentracion sigue siendo considerablemente baja, se sabe que uno
de los componentes del mango a los que se atribuyen propiedades

anticancerigenas es la vitamina C o acido ascérbico (Parrotta, 1993). Para
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corroborar esta accion, de cada una de las variedades de mango se debe de seguir
con ensayos lineas celulares de cancer. El mango es una fuente importante de
fitoquimicos a los cuales se les atribuyen propiedades preventivas contra el cancer
de colon por mecanismos antioxidantes, alteracion del ciclo celular, antiproliferacion
celular y apoptosis, como se ha demostrado en estudios in vitro e in vivo. Aunque el
mango forma parte de la dieta humana y es consumido por gran parte de la
poblacién mundial; es importante promover y enfatizar el consumo y productos de
estas frutas para la prevencion del cancer. Sin embargo, aun se requieren mas y
nuevas investigaciones de los extractos y productos del mango a nivel in vitro, in
Vivo y en seres humanos para justificar su inclusion en una estrategia de

quimioprevencién del cancer, asi como en individuos sanos.
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10. CONCLUSION

A pesar del alto contenido de compuestos antioxidantes en el extracto fendlico crudo
de la semilla del mango, no se observo un efecto protector ante el estrés oxidante
en Caenorhabditis elegans, ya que este se ve afectado por la toxicidad de otras

moléculas presentes en él.
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11. PERSPECTIVAS

Entre las perspectivas futuras se recomienda llevar a cabo una cromatografia
de liquidos para identificar la naturaleza de los componentes del extracto
fendlico.

Identificar los compuestos presentes en la semilla de mango que tuvo un
mayor efecto citotoxico.

Utilizar en condiciones que se asemejen a enfermedades cronico-
degenerativas.

Usar células derivadas de distintos tipos de canceres para probar su efecto

citotoxico.
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