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RESUMEN

Introduccién: la mangiferina posee diferentes propiedades farmacoldgicas, y otras
estan por ser investigadas, tal como su actividad antitumoral como agente
adyuvante a la quimioterapia antineoplasica convencional en la terapia combinada.
Objetivo: evaluar el efecto antiproliferativo de la mangiferina sola y combinada con
concentraciones bajas de agentes quimioterapéuticos.

Métodos: las lineas celulares de carcinoma de colon de ratén CT26.WT y normal de
ovario de hamster chino CHO-K1, se trataron con mangiferina en combinacién con
cisplatino y 5-fluorouracilo bajo diferentes esquemas de tratamiento (secuencial y
simultaneo), a diferentes concentraciones y tiempos de incubacion. La viabilidad
celular se determind por el ensayo de MTT.

Resultados: la mangiferina (1-200 ug/mL) no fue citotoxica para ambas lineas
celulares. El cotratamiento secuencial con mangiferina (1-200 ug/mL) por 3 hy
cisplatino a concentraciones no citotéxicas (1 uM y 5 uM) durante 72 h, mostrd un
incremento significativo de la muerte celular en CT26.WT, sin inducir incremento
significativo de la muerte en células CHO-K1, a concentraciones bajas de ambos
compuestos. En el caso de los cotratamientos con mangiferina y 5-fluorouracilo
(0,1 uM y 0,5 uM), se incremento significativamente la muerte celular en los
cotratamientos simultaneo por 72 h y secuencial 5-fluorouracilo 72 h y mangiferina
24 h en células CT26.WT; pero solo en este ultimo, no se incrementd
significativamente la muerte celular en CHO-K1.

Conclusiones: la mangiferina en combinaciéon con concentraciones bajas no
citotoxicas de cisplatino y 5-fluorouracilo, promueve la muerte celular e incrementa
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la citotoxicidad de estos agentes quimioterapéuticos en las condiciones de
experimentacion realizadas.

Palabras clave: mangiferina, productos naturales, quimiosensibilizacion,
cisplatino, 5-fluorouracil.

ASBTRACT

Introduction: mangiferin has several pharmacological properties, but others
remain to be deeply explored, such as antitumor activity since it may serve as
adjuvant agent in conventional antitumoral chemotherapy in a combined treatment.
Objective: to evaluate the antiproliferative effect of the use of mangiferin alone
and in combination with low concentrations of chemotherapeutic agents.

Methods: the CT26.WT mouse colon carcinoma and the CHO-K1 hamster ovary
normal cell lines were treated with mangiferin in combination with cisplatin and
5-fluorouracil in several treatment schedules (sequential and simultaneous), at
different concentrations and incubation times. The cell viability was evaluated by
MTT assay.

Results: mangiferin (1-200 ug/mL) was not cytotoxic in both cell lines. Mangiferin
(1-200 pg/mL) for 3h plus cisplatin at not citotoxic concentrations (1 uM and 5 pM)
for 72 h in sequential combined treatment showed a significant increase of cell
death in CT26.WT, without inducing significant increase of cell death in CHO-K1
cells at low concentrations of both compounds. In the case of combined mangiferina
and 5-fluorouracil (0,1 uM and 0,5 uM) treatments, cell death rose in a significant
way in simultaneous combined treatments for 72 h whereas sequential combined
therapy with 5-fluorouracil for 72 h plus mangiferin for 24 h in CT26.WT cells, a
significant rise was not induced in the cell line death of CHO-K1 hamster
Conclusions: mangiferin in combination with low non cytotoxic concentrations of
cisplatin and 5-fluorouracil promotes cell death and increases the cytotoxicity of
these chemotherapeutic agents in experimental conditions of this study.

Keywords: mangiferin, natural products, chemosensitization, cisplatin,
5-fluorouracil.

INTRODUCCION

El cancer es un problema de salud en el mundo. Esta enfermedad presenta tasas de
incidencia y mortalidad sostenidamente crecientes, que la pueden convertir en la
primera causa de muerte en los préoximos afios a nivel global.! En Cuba, desde el
afio 2012, el cancer se ha convertido en la primera causa de muerte.?

El cancer colorectal constituye actualmente un problema epidemioldgico importante
debido a sus sostenidas tendencias crecientes en incidencia y mortalidad
mundiales. Segun los datos estadisticos del 2012 de la Agencia Internacional para
la Investigacion sobre Cancer de la Organizacién Mundial de la Salud, el cancer
colorectal ocupa el tercer lugar entre los tumores malignos mas frecuentes para
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ambos sexos (9,7 %): tercero en hombres (746296 casos, 10 % del total) y
segundo en mujeres (614 304 casos; 9,2 % del total), para una relacion 1,4:1.
Constituye la cuarta causa de muerte por cancer (693 881 muertes; 8,5 % del
total) en el mundo (http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_population.aspx).
En Cuba, el cancer colorectal ocupa el cuarto lugar en incidencia (9,9 %) vy el
tercero en mortalidad (10,2 %); esta ultima resulta mas frecuente en el sexo
femenino.?

La cirugia, radioterapia y quimioterapia son las tres variantes terapéuticas
antineoplasicas, que pueden ser empleadas individualmente o combinadas.

La quimioterapia, ha sido la principal opcion terapéutica para el cancer de colon
avanzado, que por su propio mecanismo de accion, tiene como limitante su poca
selectividad que conlleva a una elevada toxicidad de perfil amplio, con incremento
de los efectos adversos. Ademas, induce desarrollo de quimiorresistencia y
responde a un indice terapéutico limitado.3

Por mas de 40 afios, el 5-fluorouracilo fue el Unico citostatico antitumoral efectivo y
ha sido reconocido como el agente quimioterapéutico estandar para el cancer
colorectal. Desde 1996, ha sido empleado fundamentalmente combinado con
nuevos citostaticos tales como irinotecan, oxaliplatino y capecitabina.* Por otra
parte, el potencial terapéutico del cisplatino no ha sido completamente explotado
debido a sus efectos colaterales y a la induccidon de resistencia tumoral al mismo
que sustentan su baja eficiencia clinica en comparacion con el oxaliplatino en la
terapia del cancer de colon metastatico.®

Se han identificado compuestos naturales, y en particular fitoquimicos, que puedan
proteger del cancer® y/o potenciar la eficacia de la quimioterapia y radioterapia
convencionales” a dosis bajas y con tiempos de exposicion mas prolongados.”®
Esto ha estimulado el desarrollo de nuevos farmacos que modulen la
quimiosensibilidad celular, reviertan la resistencia tumoral e incrementen los
efectos terapéuticos de la quimioterapia simultaneamente con la reduccion de sus
limitaciones terapéuticas, como nuevas estrategias alternativas de tratamiento
contra el cancer.®

La mangiferina (C 2-8-D-glucopiranosil-1, 3, 6, 7-tetrahidroxixantona) es una
xantona C-glicosilada ampliamente distribuida. Es un fitoquimico polifenélico
natural farmacolégicamente activo presente en las hojas, corteza, frutos y raices
del arbol Mangifera indica Linneo (Anacardiaceae), y en algunas plantas
medicinales. Presenta un amplio rango de efectos farmacoldgicos como
antioxidante, antiinflamatorio, analgésico, antitumoral, antimicrobiano, antialérgico,
antiaterosclerdtico e inmunomodulador entre muchos otros.®10

Escasos estudios se han realizado para evaluar el potencial antitumoral de la
mangiferina como agente adyuvante a la quimioterapia antineoplasica convencional
en el marco de la terapia combinada. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto antiproliferativo de la mangiferina sola y combinada con los agentes
guimioterapéuticos cisplatino y 5-fluorouracilo.

METODOS

REACTIVOS

Los medios de cultivo RPMI-1640 y F10 de Hams, dimetilsulféxido (DMSO Hybri-
Max®), suero fetal bovino, solucién penicilina-estreptomicina (100 x), L-glutamina,
tripsina de pancreas porcino, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y duodecil
sulfato de sodio (SDS) se adquirieron de Sigma-Aldrich Inc. (Saint Louis, MO, USA).

660
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2014;48(4):658-671

El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-25difenil tetrazolio (MTT), 2-propanol y
acido clorhidrico (HCI) se obtuvieron de Merck KGaA (Germany). El cisplatino
(CDDP) y 5-fluorouracilo (5-FU) se adquirieron como materia prima de Shandong
Boyuan Pharmaceutical Co.,Ltd y Nantong Pharmaceutical Coltol Co., Ltd,
respectivamente, ambas de la Republica Popular China.

MATERIAL DE ESTUDIO

La mangiferina se suministré por el Centro de Quimica Farmacéutica, La Habana,
Cuba. El producto se aislé y purificd a partir de la corteza del arbol de la Mangifera
indica Linn (mango) por extraccién con metanol y se obtuvo un polvo de color
amarillo con un 95 % de pureza, (lote: 01/Dic-07).

CELULAS

Las lineas celulares CT26.WT (indiferenciada de carcinoma de colon de raton
inducida por N-nitroso-N-metiluretano) y CHO-K1 (normal de ovario de hamster
chino) se donaron por el Centro de Inmunologia Molecular, La Habana, Cuba.
Estas se cultivaron en frascos de 25 cm? Falcon® (Becton Dickinson Labware, NJ,
USA) en medio de cultivo RPMI-1640, en el caso de las CT26.WT, y en medio de
cultivo F-10 de Ham, para las células CHO-K1. Ambos medios de cultivo se
suplementaron con suero fetal bovino inactivado por calor (10 %), penicilina

(100 UI/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y glutamina 2 mM. Las células crecieron
en atmodsfera humidificada, con 5 % CO2 a 37 °C, hasta que adquirieron entre un
80 % y 90 % de confluencia celular.

TRATAMIENTOS

Las células se sembraron a una densidad de 10* células/pozo, en placas de
poliestireno de 96 pozos de fondo plano Falcon® Microtest™ (Becton Dickinson
Labware, NJ, USA), y se incubaron en atmdsfera con 5 % COz a 37 °C. Después de
24 h, las células se trataron con los productos de forma independiente (tratamiento
simple), durante 72 h en atmédsfera de 5 % COz a 37 °C.

La mangiferina primeramente se solubilizé en DMSO, y posteriormente se diluyd
hasta 200 ug/mL en el medio de crecimiento celular. La concentracion final del
DMSO (vehiculo) fue 0,1 %. Las concentraciones de mangiferina ensayadas fueron
1,10, 25, 50, 100 y 200 pg/mL.

Las soluciones madres de CDDP y 5-FU se prepararon en tampon fosfato salino
estéril, pH 7,4 a 6 mM y 2 mM, respectivamente. Las concentraciones de ensayo de
CDDP y 5-FU fueron 1, 5, 10, 20, 40 y 60 pM, y 0,01, 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10;
25 y 50 pM, respectivamente; todas preparadas en el medio de crecimiento celular.

Las células CT26.WT se trataron con mangiferina en combinacion con los agentes
antineoplasicos de la manera siguiente: tratamiento secuencial con mangiferina por
3h y citostatico por 72 h; tratamiento simultdneo con mangiferina y citostatico
durante 72 h; tratamiento secuencial con citostatico por 72 h y mangiferina durante
24 h. El CDDP se utilizéa 1 uMy 5 uM, y el 5-FU a 0,1 y 0,5 uM; concentraciones
no citotoxicas en cada caso. Las concentraciones de trabajo de mangiferina fueron
las anteriormente referidas.

661
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2014;48(4):658-671

Las células normales CHO-K1 se cotrataron con los productos, solo en las
condiciones experimentales donde se obtuvo incremento de la muerte celular
inducida por el citostatico en presencia de mangiferina para las células CT26.WT
con el propdsito de evaluar la especificidad del efecto quimiosensibilizante de la
mangiferina.

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Para la determinacién de la viabilidad celular se utilizd el ensayo de reduccion del
MTT!!, A cada pozo se le afiadié un volumen de la solucién de MTT (0,5 mg/mL)
correspondiente al 10 % del volumen de incubacidén total, y las células se incubaron
durante 4 h previas al tiempo final de tratamiento. El sobrenadante fue aspirado, y
los cristales de formazan fueron disueltos por adicién simultanea de SDS al 3 % y
una mezcla (25:1) de 2-propanol: HCI 1M. La absorbancia fue determinada a

540 nm en un lector de microplacas POLARstar Omega (SMG Labatech, Offenburg,
Germany). Con los valores de absorbancia se calculd el porcentaje de viabilidad
celular: %= (Abs. tratados/Abs. control) x 100. Ademas, se calcul6 el grado de
incremento de muerte celular (% de muerte celular mangiferina + citostatico/ %0 de muerte
celular ctostatico) inducido por los citostaticos en presencia de mangiferina, utilizado
como criterio de potenciacién del efecto antiproliferativo de los citostaticos inducido
por la mangiferina.

La viabilidad de las células tratadas con los citostaticos (control positivo) se
compard con la viabilidad de las células en ausencia de estos (controles negativos);
esta ultima representa el 100 % de viabilidad. En el caso de las células tratadas con
mangiferina, sola o combinada con los citostaticos, su viabilidad fue comparada con
la de las células tratadas con DMSO al 0,1 % (control vehiculo).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el procesamiento estadistico se realizé un ANOVA de una via y las pruebas de
Dunnett y t de Student, disponibles en el paquete estadistico GrahPad Prism®
version 5.01. La inhibicion de la concentracion media se expresé como la
concentracidn de las sustancias que causa el decrecimiento del 50 % en el nUmero
de células viables (ICso) comparada con controles no tratados y se determind
graficamente. Los experimentos se realizaron con seis para los tratamientos
simples y tres réplicas para los tratamientos combinados, en tres experimentos
independientes.

RESULTADOS

En la figura 1 se muestran los resultados del efecto de los tratamientos simples sobre la
proliferacidon de las células tratadas por 72 h con los productos.

El tratamiento de CT26.WT (Fig. 1, A) y CHO-K1 (Fig. 1, B) con mangiferina no inhibid
la proliferacion celular. La viabilidad celular fue mayor que 80 % en ambos tipos de
células para todas las concentraciones ensayadas, lo que no permitié el calculo del ICso;
lo cual demuestra que la mangiferina no es citotéxica para ambas células en nuestras
condiciones de ensayo. El tratamiento con CDDP de las células CT26.

WT (Fig. 1, C) y CHO-K1 (Fig. 1, D) provoco inhibicién de la proliferacion celular
dependiente de la concentracion. Los valores de ICso fueron 32,96 uM y 10,36 uM para
las células CT26.WT y CHO-K1, respectivamente. Asi mismo, el 5-FU provocd un efecto
inhibitorio de la proliferacién celular dependiente de la concentracion.
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Sus valores de ICso fueron 2,54 yM y 0,538 uM en las células CT26.WT y CHO-K1,
respectivamente. La linea CT26.WT resulté ser mas sensible al efecto antitumoral
del 5-FU con respecto al CDDP. Mientras que la linea CHO-K1 fue mas sensible que
la CT26.WT a la accion antiproliferativa de ambos antineoplasicos.
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Las celulas (1 % 1044100 pL/pozo) fueron expuestas a los productos durante 72 h a diferentes
concentradones: mangiferina 1-200 pg/mL, CODP 1-60 gk v 5FU 0,01-50 pM. La viahilid ad celu-
lar fue determinada por MTT utilizando como 100 % la viahilidad de las c2lulas en presenda de
DMSO 0,1 % (A vy B), v de las celulas no tratadas (C-F). Las graficas muestran el porcentaje de
viahilidad celular para cada linea celular ¥ representan los valores medios £ DE de seis réplicas
realizadas en tres experimentos independientes, La linea discontinua representa el 100 % de
viahilidad celular,

Fig. 1. Efecto del tratamiento simple con mangiferina, CODP v 5-FUU sobre la praliferacian
celular de CT26.MT yw CHO-K1,
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Los resultados del porcentaje de muerte de las células CT26.WT cotratadas con
mangiferina (1-200 pg/mL) y CDDP (1 uM y 5 uM) se muestran en la figura 2.

El cotratamiento secuencial con mangiferina por 3 h y posteriormente con CDDP
durante 72 h (Fig. 2, A) potencié mas la muerte celular inducida por CDDP, lo que
se refleja en un mayor grado de incremento de muerte celular que los otros
cotratamientos, tanto con 1 yM como con 5 uM de CDDP (tabla 1). De manera
general, la mangiferina potencia mas la muerte celular inducida por CDDP 1 yM
respecto a CDDP 5 uM, para iguales concentraciones de mangiferina, con la
excepcién del cotratamiento secuencial CDDP 72 h y mangiferina (25-200 pg/mL)
por 24 h (tabla 1). Para las células CHO-K1 solo se ensayé la condicidn
experimental de mayor incremento de muerte obtenida en CT26.WT. En este caso,
la mangiferina no potencié significativamente la mortalidad celular inducida con

5 UM de CDDP, para todas sus concentraciones; en cambio, con CDDP 1 uM no
hubo incremento significativo de muerte solo a bajas concentraciones (1-25 ug/mL)
de mangiferina (Fig. 2, B). Lo anterior se confirma con los resultados del grado de
incremento de muerte celular (tabla 1).

Tabla 1. Valores medios de grado de incremento de muerte celular inducida por los cotratamientos con mangiferina y CODP

CDDP Linea celular tumoral CT26.WT Linea celular normal CHO-K1
(pM} Mangiferina (ug/mL) Mangiferina (pg/mL)
1 10 25 1] 100 200 1 10 25 50 100 200
Cotratamiento secuencial: Mangiferina 3 h + CDDP 72 h
1 2,618 3,309 3,774 3,423 3,194 6,342 1,211 1,044 1,207 1,504 1,378 1,368
e e e = e s NS NS NS == = =
5 1,113 1,219 1,319 1,155 1,217 1,276 1,065 0,998 1,030 1,098 1,131 1,078
NS = e NS = = NS NS NS NS NS NS

Cotratamiento simultidneo: Mangiferina + CDDP 72 h
1,514 1,418 1,523 1,443 1,316 1,436

1 ol i - - s M T T e e B B
. 1,084 | 1,077 [ 1,003 | L0906 [ 1041 [ 1025 [ [ [ [ | [
NS NS NS NS NS NS

Cotratamiento secuencial: CODP 72 h + Mangiferina 24 h

1,353 1,235 1,060 1,143 1,004 1,074
= NS NS NS NS

1,123 1,181 1,126 1,165 1,151 1,116

sz = EE S

NS: no significativo,
“p< 0,05, " p«< 0,01, *=~ p< 0,001 respecto al porcentaje de muerte inducido por el control
CODP 1 My 5 M,
Grado de incremento= % de muerte celularmangifering + dtestatico/%s de muerte celularosrstica
inducido por los citostaticos en presencia de mangiferina.
n= 3.

A diferencia de los resultados con CDDP, no se potencié la muerte celular inducida
por 5-FU cuando las células CT26.WT fueron pretratadas durante 3 h con
mangiferina en todas sus concentraciones y tratadas posteriormente con 5-FU por
72hao0,1 uMy 0,5 uM (Fig. 3, A). Sin embargo, cuando fueron cotratadas
simultdneamente con mangiferina (10-200 pg/mL) y 5-FU 0,1 yM, y con 100 pg/mL
y 200 ug/mL de mangiferina con 0,5 uM de 5-FU, se observé un aumento
significativo de la muerte celular (Fig. 3, B). Cuando las células CT26.WT fueron
secuencialmente cotratadas con 5-FU (0,1 uM y 0,5 pM) por 72 h y posteriormente
con mangiferina por 24 h (Fig. 3, C) se observo un incremento significativo de la
muerte celular, solo a concentraciones altas de mangiferina (50 ug/mL-200 pug/mL),
siendo mayor a 0,1 uM de 5-FU. Los grados de incremento de muerte obtenidos
fueron superiores a los obtenidos cuando las células CT26.WT se cotrataron con
mangiferina y CDDP en iguales condiciones experimentales (tabla 2). En las células
CHO-K1 (Fig. 3, D), se obtuvo mayor muerte celular respecto al observado en las
células CT26.WT en el cotratamiento simultaneo con mangiferina (25-200 pg/mL) y
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5-FU a 0,1 y 0,5 uM (Fig. 3, B). En el tratamiento secuencial primero con 5-FU y
posteriormente con mangiferina no se obtuvieron aumentos de muerte celular
(Fig. 3, E) y grados de incremento significativos (tabla 2).
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CT26.WT: A, tratamiento secuencial mangiferina 3 hy CODP 72 h; C, tratamiento simultaneo
mangiferina y CODP por 72 h; D, tratamiento secuencial CODP 72 h ¥ mangiferina 24 h.
CHO-K1: B, tratamiento secuencial mangiferina 3 hy CODP 72 h.

*p< 0,05; ** ps0,01; ¥** p 0,001 frente al control de células tratadas con DMSO 0,1 % en
medio de crecimiento,

La viahilidad celular fue determinada por el ensayo de MTT utilizando como 100 % |a viahili-
dad de las células no tratadas v tratadas con DMSO 0,1 % para el calculo del porcentaje de
muerte inducido por CODP (1 pM v S pM), ¥ mangiferina 100 pg/mL respectivamente, emplea-
dos como controles, Las graficas muestran el porcentaje de muerte celular y representan las
valores medios £ DE de tres réplicas realizadas en tres experimentos independientes, Las
lineas discontinuas representan el porcentaje de muerte celular inducido saolo por los con-
troles de cisplatino 1 pgM y 5 pM,

Fig. 2. Efectos de los cotratamientos con mangiferina y CODP (1 pM y 5 pM) sobre a3 viahili-
dad celular de las lineas CT26.MMT v CHO-K1.,

A diferencia de los resultados con CDDP, no se potencidé la muerte celular inducida
por 5-FU cuando las células CT26.WT fueron pretratadas durante 3 h con
mangiferina en todas sus concentraciones y tratadas posteriormente con 5-FU por
72hao0,1 uMy 0,5 uM (Fig. 3, A). Sin embargo, cuando fueron cotratadas
simultdneamente con mangiferina (10-200 pg/mL) y 5-FU 0,1 yM, y con 100 pg/mL
y 200 ug/mL de mangiferina con 0,5 uM de 5-FU, se observé un aumento
significativo de la muerte celular (Fig. 3, B). Cuando las células CT26.WT fueron
secuencialmente cotratadas con 5-FU (0,1 uM y 0,5 pM) por 72 h y posteriormente
con mangiferina por 24 h (Fig. 3, C) se observé un incremento significativo de la
muerte celular, solo a concentraciones altas de mangiferina (50 ug/mL-200 pug/mL),
siendo mayor a 0,1 uM de 5-FU. Los grados de incremento de muerte obtenidos
fueron superiores a los obtenidos cuando las células CT26.WT se cotrataron con
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mangiferina y CDDP en iguales condiciones experimentales (tabla 2). En las células
CHO-K1 (Fig. 3, D), se obtuvo mayor muerte celular respecto al observado en las
células CT26.WT en el cotratamiento simultdneo con mangiferina (25-200 pg/mL) y

5-FU a 0,1y 0,5 uM (Fig. 3, B). En el tratamiento secuencial primero con 5-FU y
posteriormente con mangiferina no se obtuvieron aumentos de muerte celular
(Fig. 3, E) y grados de incremento significativos (tabla 2).

Tabla 2. Valores medios de grado de incremento de muerte celular inducida por los
cotratamientos con mangiferina y 5-FU

5-FLJ Linea celular tumoral CT26.WT Linea celular normal CHO-K1
{uM) Mangiferina (ug/mL) Mangiferina (ug/mL)
1 10 25 5ad 100 204 1 10 25 5ad 1040 200
01 Cotratamiento secuencial: mangiferina 3 h + CDDP 72 h
05 |[-—---- |- |- ] - | = ]| -
Cotratamiento simultidneo: mangiferina + CODP 72 h
01 0,76 | 4,37 4,63 | 5,03 5,00 | 8,00 | 0,07 1,72 | 24,17 | 35,74 | 38,64 | 39,67
0.5 0,42 | 0,29 0,67 | 0,49 1,80 | 2,34 | 1,10 1,38 | 20,66 | 31,20 | 30,37 | 38,43
Cotratamiento secuencial: CDDP 72 h + mangiferina 24 h
01 0,54 | 4,80 1,66 | 2,59 3,62 | 746 | 0,68 | 0,78 Q,00a 1,12 0,54 0,29
! MS NS NS e T B NS NS NS MS NS NS
0c 0,76 | 0,89 1,15 | 1,49 1,73 | 2,40 | 1,22 | 2,20 2,39 0,00 0,00 3,37
! MS M5 NS = e s NS MS M5 M5 M5 NS

MS: no significativa.
*p= 0,05, ¥=p< 0,01, ®=p< 0,001 respecto al porcentaje de muerte inducido por el control
S-FU Q,1 My Q0,5 M.
Grado de incremento= % de muerte celular mangifering + dtestatico/ %o de muerte celular costtics
inducido por los citostaticos en presencia de mangiferina.
n= 3.
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CT26.WT: &, tratamiento secuencial mangiferina 3 by 5-FU 72 h; B, tratamiento simultaneo
mangiferina y 5-FU por 72 h; C, tratamiento secuencial 5-FU 72 h v mangiferina 24 h,
CHO-K1: D, tratamiento simultaneo mangiferina v 5-FU por 72 h; E, tratamiento secuencial
5-FU 72 b v mangiferina 24 h,

*p< 0,05 *%* p<0.01; *** p< 0,001 frente al control de células tratadas con DMS0 0,1 % en
medio de crecimientao,

La viabilidad celular fue determinada por el ensayo de MTT utilizando como 100 % 13 viahili-
dad de |las células no tratadas v tratadas con ODMS0 0,1 % para el calculo del porcentaje de
muerte inducido por S-FU 0,1 pM v 0,5 pM v mangiferina 100 pggfmb respectivamente, emplea-
dos como controles, Las graficas muestran el porcentaje de muerte celular y representan los
yvalores medios £ DE de tres réplicas realizadas en tres experimentos independientes. Las
lineas discontinuas representan el porcentaje de muerte celular inducido solo por el control
S-FUU 0,1 pM v 0,5 pM.

Fig. 3. Efectos de los cotratamientos con mangiferina y 5-FU (0,1 pMy 0,5 uM) sobre |a viabi-
lidad celular de las lineas CT26.\WT vy CHO-K1,
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DISCUSION

Se ha demostrado que varios fitoquimicos, de diversos origenes y estructuras
moleculares complejas, pueden modular varias vias de sefializacion molecular
intracelular.”® Muchas de estas intervienen cooperadamente en la sobrevida y
quimiorresistencia de las células ante sefiales de estrés inducidas por células
cancerosas, carcindgenos y agentes quimioterapéuticos, por lo que se estima que
multiples agentes fitoquimicos ejercen su accién antitumoral a través de su
capacidad para inducir quimiosensibilizacién.”:2

Los resultados demuestran que la mangiferina es capaz de quimiosensibilizar a las
células CT26.WT a la accidén antiproliferativa del CDDP, independientemente de la
secuencia de tratamiento (Fig. 1, tabla 1). Esto concuerda con lo informado en
células de linfoma histocitico U937 cotratadas inicialmente con mangiferina

10 pg/mL y después, con 1 uM de diversos citostaticos, entre los que se incluye el
CDDP;'? y en células de adenocarcinoma colorectal humano HT29 cotratadas
simultaneamente con mangiferina 10 ug/mL y oxaliplatino 10 yM, un antineoplasico
alquilante similar al CDDP.!3 El grado de incremento de muerte celular obtenido en
el pretratamiento de las células CT26.WT con 10 pg/mL mangiferina por 3 h; y
posteriormente con 1 uM de CDDP por 72 h (tabla 1), son superiores a los
obtenidos por Sarkar y otors en células U937 en las mismas condiciones
experimentales.!?

Como aspecto relevante, no se evidencia incremento de muerte en las células
CHO-K1, desde 1 ug/mL hasta 25 ug/mL de mangiferina, lo que sugiere que el
incremento de la accion antitumoral del CDDP mediante el pretratamiento de las
células con mangiferina es mas especifico para las células tumorales CT26.WT que
para las células normales CHO-K1 (Fig. 2, A y B). Estos resultados sugieren que el
pretratamiento con mangiferina es el mejor esquema de tratamiento para
quimiosensibilizar a las células CT26.WT a la accion antiproliferativa del CDDP.

Se ha demostrado que la inhibicidn de la activacion del factor de transcripcién
nuclear B (NFkB) incrementa el efecto de las terapias antitumorales mediante la
sensibilizacion de las células malignas.!41® También se ha sefalado que la
mangiferina modula la expresién de genes criticos en la regulacidn de la apoptosis y
la tumorogénesis, entre los que se encuentra el NFkB.!” El efecto
quimiosensibilizador in vitro de la mangiferina a la muerte celular inducida por
citostaticos se ha asociado con la inhibicion de la activacién del NFkB inducido por
éstos, y han sustentado la propuesta inicial de la mangiferina como un potente
agente adyuvante en la terapéutica antitumoral combinada.!?

El bloqueo de la activacidon del NFkB —inducida por el factor de necrosis tumoral
alfa— por la mangiferina ha sido corroborado en estudios mas recientes en células
de carcinoma de mama altamente invasivo MDA-MB231, asi como la inhibicidén de la
expresion de genes dependientes de la activacidon del NFkB relacionados con la
inflamacion, la invasion y la metastasis.!® Igualmente se demostré que la
mangiferina inhibid la expresién de NFkB inducida por oxaliplatino en células de
adenocarcinoma colorectal humano HT29 e incrementd la accién antitproliferativa
del citostatico cuando las células se cotrataron simultdneamente con ambos
compuestos.!3

Conociendo que la mangiferina es un inhibidor de la via clasica de activacion del
NFkB,1213.18 ge pudiera inferir que en el cotratamiento secuencial de las células
CT26.WT inicialmente con mangiferina, esta podria estar ejerciendo su efecto
quimiosensibilizador a través de este mecanismo.
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En contraste con los resultados obtenidos con CDDP, el incremento de la muerte
celular en el cotratamiento de las células CT26.WT con mangiferina y 5-FU muestra
diferencias entre las variantes de cotratamiento ensayadas (Fig. 3, tabla 2). Si bien
el cotratamiento secuencial con presensibilizacién de las células con mangiferina no
potencid la muerte celular inducida por 5-FU, el cotratamiento simultaneo con

0,1 pM de 5-FU y mangiferina refleja los mayores incrementos de muerte celular
obtenidos en todos los experimentos con las células CT26.WT (Fig. 3, B; tabla 2).
El aumento del grado de incremento de muerte es mas sostenido en relacion con el
aumento de la concentracién de mangiferina en el cotratamiento secuencial

5-FU 0,1 uM por 72 h y mangiferina (25-200 pg/mL) por 24 h, respecto al
tratamiento simultaneo por 72 h, a igual concentracion de 5-FU (Fig. 3, By C; tabla
2). Sin embargo, el cotratamiento simultdneo provoca altos porcentajes (Fig. 3, D)
e incrementos de la muerte (tabla 2) en las células CHO-K1, en comparacion con el
tratamiento secuencial 5FU 72 h y mangiferina 24 h.

Los resultados demuestran que las células CT26.WT fueron mas sensibles al efecto
antiproliferativo del 5-FU en comparacion con CDDP en el tratamiento combinado
con mangiferina. Ademas, el cotratamiento secuencial 5-FU 0,1 uM por 72 h 'y
mangiferina (50-200 pug/mL) por 24 h, es el mas efectivo, dado que incrementa
significativamente la muerte de las células tumorales sin afectacion significativa de
la viabilidad de las células normales CHO-K1.

Al igual que lo ocurrido con CDDP, el efecto quimiosensibilizador de la mangiferina
frente al 5-FU se obtiene a concentraciones no citotéxicas, siendo mayor a 0,1 uM
de 5-FU. Esto corrobora que la quimiosensibilizacidon celular con compuestos
naturales ocurre a concentraciones no citotéxicas, lo que puede representar una

reduccion de los efectos toxicos y de la posibilidad de desarrollar quimiorresistencia
celular a los citostaticos, responsables, en numerosas ocasiones, de la interrupcion
e inefectividad de la terapia antitumoral.®

De lo anterior se pudiera inferir que el tipo y secuencia de tratamiento por el cual la
mangiferina ejerce su accidon quimiosensibilizadora sobre las células CT26.WT
podria estar en relacién con el mecanismo molecular de accién del citostatico para
inducir muerte celular.

Las drogas antitumorales activan simultdneamente vias diferentes que regulan
positiva y negativamente el proceso de muerte celular, lo que indica que la
regulacién del equilibrio entre las sefales de muerte y sobrevida celular proporciona
nuevas estrategias para mejorar la eficacia de los regimenes terapéuticos
actuales.'® Numerosos estudios indican que la inhibicion de la activacion del NFkB
desplaza el equilibrio muerte-sobrevida hacia la apoptosis. Sin embargo, se ha
informado que, en determinadas condiciones, la activacién del NFkB pudiera
conllevar a un efecto proapoptético, y que la inhibicién del NFkB contrarresta la
efectividad terapéutica anticancer.14-16,19-21

En la actualidad, no estan aun completamente esclarecidos los mecanismos
moleculares que determinan cuando la activacion del NFkB desencadena una
respuesta pro o antiapoptotica, pero es légico pensar que la respuesta estaria
determinada por el perfil fenotipico del tumor en combinacion con el tipo de terapia
antitumoral.20:2!

Lo anterior resalta la importancia de individualizar las terapias antitumorales
adyuvantes que descansen en el uso de compuestos inhibidores de la activacion del
NFkB.2%21 Por otra parte, los compuestos naturales antioxidantes, como la
mangiferina,® 1% pueden modular la respuesta a la quimioterapia por medio de la
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regulacién de los niveles de especies reactivas del oxigeno y la influencia
reguladora de estos sobre la actividad del NFkB, y en la intercomunicacion
molecular intracelular entre NFkB y otras kinasas de transactivacion celular —las
cuales también presentan efectos opuestos en relacion con la apoptosis celular—
que regulan el equilibrio muerte-sobrevida en la célula.??2! En este sentido, se ha
demostrado que la accidén antioxidante de la mangiferina es otro de los mecanismos
por los cuales ejerce el bloqueo de la activacion del NFkB.!2

En resumen, la mangiferina en combinacién con concentraciones bajas no
citotoxicas de cisplatino y 5-fluorouracilo promueve la muerte celular e incrementa
la citotoxicidad de estos agentes quimioterapéuticos en nuestras condiciones de
experimentacion. Los resultados indican que la mangiferina pudiera ser un
prometedor agente quimioterapéutico natural adyuvante en la quimioterapia
combinada contra el cancer. La mangiferina, por su capacidad de modular varios
blancos moleculares, su potencialidad como antitumoral per se o como adyuvante,
esta justamente siendo dilucidada.®!° Es evidente la necesidad de continuar estos
estudios en otras lineas celulares tumorales frente a otros citostaticos, abordar
estudios que identifiquen los mecanismos moleculares que sustenta el efecto
quimiosensibilizante de la mangiferina y su confirmacion en modelos in vivo.
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