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Resumen ejecutivo

Objetivos: Los objetivos de esta investigacion fueron evaluar a) la estabilidad de un
aislado de galotanina de mango para predecir la hidrolisis que podria ocurrir in vitro, lo
que proporcionara una nueva vision del comportamiento fisiolégico de la galotanina, b)
investigar la bioaccesibilidad de los derivados de galloyl de mango in vitro y en un
estudio de absorcidn porcina, y ¢) evaluar sus actividades anti-inflamatorias en cultivo
celular.

En resumen, tanto el acido galico como la monogaloilglucosa son bioaccesibles a partir
de diferentes preparaciones de frutas de mango, capaces de ser absorbidas en el
intestino delgado y capaces de producir cantidades similares de los metabolitos de fase
I, &cido 4-O-metilgalico y 4-O-metilgalico Acido - 3 - O - sulfato. Galllotaninos en estos
modelos de digestién in vitro se encontraron para actuar como depoésitos de &cido
galico que tienen el potencial para liberar acido galico libre durante la digestion que
puede llegar a ser eventualmente 4cido galico absorbible.

Los polifenoles de mango se metabolizan principalmente en pirogalol, que se
transforma en sulfato de pirogalol en el cuerpo humano. Este derivado de los
polifenoles del mango es mas citotéxico que sus compuestos paternos y el extracto del
mango. Ademas, ejerce efectos anti-inflamatorios significativos en las células humanas.
En general, estos datos muestran que los metabolitos generados a partir de
gallotaninos de mango tienen potentes propiedades citotdxicas y antiinflamatorias. Los
mangos tienen los niveles mas altos en gallotaninas entre las frutas y los datos
muestran que cantidades significativas de pirogalol y acido galico son generados en los
intestinos por las bacterias intestinales (por ejemplo, Lactobacillus plantarum) donde
son absorbibles en el torrente sanguineo.

Por consiguiente, ademas de ejercer actividades antiinflamatorias locales, ejercen
actividades sistémicas, efectos anti-inflamatorios generales que son relevantes para las
enfermedades cardiovasculares, artritis y otras enfermedades crénicas.

Los mangos tienen una posicidn muy Unica entre las frutas debido a los potentes
metabolitos que pueden ser generados. Es necesario realizar estudios detallados de
eficacia clinica humana para confirmar el potencial antiinflamatorio en seres humanos.
Esto promoveria el consumo de mangos como lo hizo con otros productos.

La investigacion realizada resultd en las siguientes comunicaciones de
investigacion:
Resumenes:

RC Barnes, H Kim, NE Deutz, SU Mertens-Talcott, ST Talcott. In Vitro and In Vivo
Absorption of Mango Galloyl Derivatives. IFT 2016, Chicago

Manuscritos/publicaciones arbitradas:
Publicadas

Pyrogallol, an absorbable microbial gallotannins-metabolite and mango polyphenols
(Mangifera Indica L.) suppress breast cancer ductal carcinoma in situ proliferation in


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27491891
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27491891
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vitro. Nemec MJ, Kim H, Marciante AB, Barnes RC, Talcott ST, Mertens-Talcott SU.
Food Funct. 2016 Sep 14;7(9):3825-33. doi: 10.1039/c6fo00636a. PMID: 27491891

Sumitidas

RC Barnes, H Kim, NE Deutz, SU Mertens-Talcott, ST Talcott. In Vitro Bioaccessibility
and In Vivo Absorption of Mango (Mangifera indica L.) cv. Ataulfo Galloyl Derivatives,
submitted to Food and Function

En preparacion

H Kim, Y Minamoto, ME Markel, M Zhu, K Hull, JS Suchodolski, ST Talcott, SU
Mertens-Talcott. Anti-inflammatory properties of mango polyphenolic derivatives
produced by fecal microbiota in DSS-induced colitis in rats.
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Introduccion

Nuestro objetivo final es demostrar las propiedades quimicas y bioquimicas de los
mangos que permitiran comercializar mejor el mango fresco. Esta investigacion
también sentara bases vitales para la obtencion de reclamaciones legales y de
marketing relacionadas con la composicion y beneficios para la salud de los mangos.
Reconocemos que estas fundaciones son fundamentales para construir un sélido caso
de trabajo para estos objetivos finales.

Antecedentes: El mango es una rica fuente de polifenoles que han demostrado in vitro
que ejercen propiedades anti-inflamatorias y anti-cancerigenas. La popularidad mundial
de esta fruta sugiere que es capaz de afectar la salud de muchos. Mientras que los
cultivos celulares in vitro revelan mecanismos para propiedades promotoras de la
salud, a menudo no toma en consideracion el efecto de la digestion y el metabolismo
en los fitoquimicos del mango. Por esta razdn, es crucial investigar el metabolismo de
los polifenoles del mango y las propiedades antiinflamatorias de sus derivados
bioactivos en un sistema digestivo humano.

Metabolismo de los polifenoles: Si bien se han atribuido varios beneficios para la
salud a los polifenoles, es posible que estos beneficios sean limitados debido a la baja
biodisponibilidad (1), potencialmente resultante de la disolucion incompleta de los
alimentos en diversas etapas de la digestion. La biodisponibilidad de un polifenol es el
resultado de su capacidad para ser transportada a través de un enterocito mientras que
su bioaccesibilidad se define como la cantidad de compuesto en solucién que esta
disponible para la absorcion. Las diferencias en la biodisponibilidad entre polifenoles
son el resultado de un complejo equilibrio entre el tamafo de un compuesto, la
polaridad, la presencia de glucdsidos o acilacion, y la interaccion con la matriz
alimentaria (2). La biodisponibilidad, el metabolismo y las posibles propiedades
promotoras de la salud tanto del &cido gélico como de la pentagaloyl glucosa han sido
previamente estudiados (3). Sin embargo, se sabe poco sobre el destino metabdlico de
la monogaloilglucosa, que puede ser responsable de mas del 50% del contenido de
polifenoles no taninos en algunas variedades de mango (4).

Objetivos: Los objetivos de esta investigacion fueron evaluar a) la estabilidad de un
aislado de gallotanina de mango para predecir la hidrélisis que podria ocurrir in vitro, lo
que proporcionara una nueva visién del comportamiento fisioldgico de la galotanina, b)
investigar la bioaccesibilidad de los derivados de galloyl de mango in vitro y en un
estudio de absorcidon porcina, y c¢) evaluar sus actividades anti-inflamatorias en cultivo
celular.

Hipoétesis: Se plantedé la hipétesis de que las diferencias en la absorcion, el
metabolismo y la excrecion de acido gélico, monogaloil glucosa y glicosidos de galloyl
mas grandes podrian afectar potencialmente las propiedades promotoras de la salud
de los mangos.

Importancia: En la actualidad, los mecanismos moleculares de los beneficios para la
salud de los polifenoles de mango no estan bien investigados. Con el fin de evaluar el
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papel de los polifenoles de mango en los beneficios para la salud, estamos
investigando qué polifenoles en el mango son los mas propensos a ser absorbidos. Si
se comprenden claramente los mecanismos de salud de los polifenoles del mango,
esto allanaria el camino hacia la justificaciéon de las afirmaciones de salud sobre el
consumo de mango.

Enfoque del estudio

Mangos: Los mangos frescos (cv. Ataulfo y Keitt) fueron obtenidos y enviados
refrigerados al Departamento de Nutricién y Ciencia de los Alimentos de la Universidad
Texas A&M. Los mangos se maduraron en condiciones ambientales, y cuando se
alcanz6 la madurez uniforme, la fruta se peld y se extrajo la semilla manualmente. La
pulpa se cortdé en cubos, se cerrd hermeéticamente y se almacend a -20 ° C hasta su
uso.

Bioaccesibilidad in vitro: Las condiciones de digestién in vitro para evaluar la
bioaccesibilidad del polifenol fueron similares a los modelos descritos anteriormente
con algunas modificaciones (5). Por triplicado, se colocaron 10 g de pulpa de mango
homogeneizada o 10 g de cubos de mango de 0,65 mm3 en tubos Falcon de 50 ml. Se
anadi6é agua desionizada (4 ml) junto con 12 ml de solucién comercial de digestion
gastrica que contenia pepsina para alcanzar un pH de 2,0 + 0,1, simulando condiciones
de estdbmago. Las muestras se mantuvieron en un bafo de agua de agitacién
ThermoFisher SWB25 (Hampton, NH) a 37°C. A 0, 1 y 2 h se retiraron alicuotas, se
centrifugaron durante 2 min a 4.000 x g y se obtuvo 1 ml de sobrenadante para el
analisis. Después de la digestion gastrica, se anadieron Na2COs 0,2 M (16 ml) junto con
0,5 ml de una mezcla de enzimas digestivas (2,4 mg / ml de bilis, 0,4 mg / ml de
pancreatina y 0,2 mg / ml de lipasa) para elevar el pH a 7,1 £ 0,1 y simular las
condiciones del intestino delgado y colon. Las muestras se lavaron con nitrégeno para
crear un entorno anaerdbico y se devolvieron al bafio de agua. A las alicuotas de 2, 4,
6 y 8 h se centrifugaron de nuevo y se recogieron 1 ml de sobrenadante. Cada alicuota
se acidificé inmediatamente con 0,1 ml de acido férmico al 88%, se centrifugd a 10.000
X g durante 5 minutos y se filtr6 a través de un filiro de membrana de 0,45 ym para
andlisis HPLC-MS. La fraccion bioaccesible se calculé mediante la relacidon de la
cantidad (mg) de polifenol en el sobrenadante a la cantidad inicial (mg) en 10 g de
pulpa de mango. Como control, también se prepard un extracto de mango a partir de 1
kg de mango, utilizando los procedimientos de extraccion se describen a continuacion.
Este extracto de mango y 10 mg /| de soluciones estandar de 4cido galico y monogaloil
glucosa se sometieron a los mismos procedimientos de digestién in vitro que el cubo
homogéneo y la pulpa y representaron soluciones que contenian 100% de polifenoles
bioaccesibles. Después de la digestidn in vitro de 10 h, se extrajeron adicionalmente y
se cuantificaron la cantidad (mg) de derivados de galloyl insolubles que quedaban en la
pulpa de mango homogeneizada digerida y en mango en cubos. Los derivados de
galloyl se aislaron por centrifugacién de los resumenes restantes durante 5 min a 4000
seguido de filtracién al vacio usando papel de filtro Whatman # 4 durante 5 min. El
material insoluble se extrajo como se describié a continuacion evaporaron los
disolventes, se reconstituyeron en agua acidificada acidificada y se filtraron a través de
una membrana de 0,45 ym para analisis HPLC-MS.
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Digestion de Gallotaninos In Vitro: Se preparé un aislamiento de gallotanina de Ataulfo
debido a la alta concentracion de gallotaninos de Ataulfo. Se adsorbié una porcion de
150 ml del extracto de Ataulfo en un cartucho C18 de sep-pak de 6 cc y se lavo
posteriormente con una solucion al 20% de metanol para eluir polifenoles sin
galotanina. Los compuestos que quedaban en el cartucho se eluyeron con metanol al
100% y se evaporaron a sequedad bajo vacio a 45 °C. El aislado de gallotanina
resultante se reconstituyé en 15 ml de agua acidificada con HCI al 0,01% y el contenido
fendlico total se midié en equivalentes de acido gélico. Para evaluar la estabilidad de
los gallotaninos en condiciones similares al intestino delgado, el aislamiento de
galotanina se diluyé hasta una concentracion final de 280 mg / | de GAE en Hank's
Balance Salt Solution (HBSS), Hyclone® Thermo-Fisher y el pH se ajusté a 7,4 con
NaOH 1,0 M. Se tom6 inmediatamente una muestra de control (t = 0) y se reajustoé el
pH a 3,0 £ 0,2 con HCI 1,0 M. La estabilidad del aislamiento de gallotanina se evalu6
después de la incubacion a 37°C y se muestreé a 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 12, horas, por
triplicado. Después de cada muestreo, el pH se ajust6 a 3,0 £0,2 tal como se ha
descrito y las alicuotas se centrifugaron a 10.000 x g para separar las particulas y se
analizaron con LC - MS.

Absorcion in vitro de acido galico y glucosa monogaloil: El &cido galico, glucosa
monogaloil y pirogalol se evaluaron en un modelo de transporte trans-epitelial
monocapa Caco-2. Los procedimientos del modelo de transporte Caco-2 se basaron en
procedimientos como los descritos anteriormente. Las células Caco-2 se adquirieron de
ATCC (Manassas, VA) y se cultivaron en medio que contenia suero bovino fetal al
84%, penicilina al 4%, glutamina al 4%, piruvato sodico al 4% y aminoacidos al 4%. Se
sembraron células entre 10 - 30 pasos sobre placas de inserto de cultivo de células de
poliéster transparentes de 2 mm (Transwell, Corning Costar Corp., Cambridge, MA) a
1,0 x 10° células por inserto con 0,5 ml de medio en el lado apical y 1,5 ml del medio en
el lado basal. Las monocapas crecieron durante 21 dias y la confluencia se midié por
resistencia con un ohmimetro de EndOhm Volt equipado con un electrodo STX-2
(World Precision Instruments Inc., Sarasota, FL); monocapas con una resistencia de (>

AUCorz *Dosey

450 Q cm2) se utilizaron para ex f = AUC Dosers con f como biodisponibilidad
s Q52 nral

absoluta y AUC como éarea bajo la curva. Los resultados se calcularon a partir de dos
extracciones independientes de plasma porcino y se informé como la media * error
estandarde la media.

Analisis de LC-MS: Las muestras se analizaron en un espectrometro de masas de
trampa idnica LCT Deca XP Max MSn de Thermo Finnigan equipado con una fuente de
ESI. Las separaciones se realizaron en fase inversa utilizando un Thermo Finnigan
Surveyor HPLC acoplado a un detector Surveyor PDA y las separaciones de gradiente
se realizaron usando una columna Phenomenex Kinetex ™ (Bannockburn, Ill) C18 (150
x 4,6 mm, 2,6 ym) a temperatura ambiente. Las inyecciones se hicieron en la columna
mediante el uso de un bucle de muestra de 50 uL. Para la separacién de los
metabolitos de orina, la fase movil A era acido férmico al 0,1% en agua y la fase mévil
B era acido férmico al 0,1% en metanol a 0,4 ml/ min. Se llevé a cabo un gradiente de
0% de fase B durante 2 min y se cambi6 a 10% de fase B en 4 min, 10 a 15% de fase B
en 8,5 min, 15% a 27% de fase B en 11 min, 27% a 90% de fase B en 15 minutos, el
90% se mantuvo a 0,5 min antes de volver a las condiciones iniciales. Para la
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separacién de los metabolitos plasmaticos, la fase mévil A era acido férmico al 0,1% en
agua y la fase movil B era acido férmico al 0,1% en metanol a 0,45 ml/min. Se llevé a
cabo un gradiente de 0% de fase B durante 2 min y se cambi6 a 10% de fase B en 4
min, se mantuvo 10% de fase B a 10 min, 10 a 40% de fase B en 25 min y 40% a 65%
de fase B en 35 min, 65% a 85% de Fase B en 41 min, 85% se mantuvo a 49 min antes
de volver a las condiciones iniciales. La interfaz de electrospray funciondé en modo de
ionizacion negativa. Las temperaturas de origen y capilar se fijaron a 325 °C, el voltaje
de la fuente fue de 4,0 kV, el voltaje capilar se establecié a -47 V, y la energia de
colision para el analisis de MS / MS se establecié a 35 eV. El instrumento funcionaba
con gas de envoltura y caudales de gas auxiliar (N2) fijados en 10 unidades/miny 5
unidades/min, respectivamente. El instrumento se sintonizé para el &cido 4-O-
metilgélico y los metabolitos se cuantificaron usando cromatogramas de iones extraidos
de sus compuestos parentales respectivos como patrones.

Actividades citotoxicas de los polifenoles: Para asegurarse de que los extractos usados
no fueran citotoxicos a las células durante la realizacion de estudios de inflamacién y
de absorcidn, las células HT-29 se incubaron con polifenoles de mango y sus
metabolitos (1-20 mg/L del total Equivalentes polifendlicos) y sus efectos sobre el
crecimiento celular se determinaron después de 48 horas usando un Kit de Viabilidad
Celular de Resazurina.

Los marcadores de inflamacion clave se seleccionaron mediante Real-Time PCR
(Biomarcadores incluyen: IL-1B3, IL-6 y TNFa). Los colonocitos humanos no
cancerigenos de CCd-18Co se cultivaron y se prepararon para experimentos como se
describié previamente (7). Se indujo inflamacion con LPS y se trataron células con
polifenoles durante 4 h.

Analisis estadistico.

La digestidn in vitro y los experimentos de Caco-2 se evaluaron por triplicado y
en recipientes de reaccién independientes. Para el modelo porcino, dos extracciones
de plasma independientes se realizaron antes de LC-MS analisis. Las diferencias
estadisticas se compararon utilizando unpaired t-test en el software JMP. Todos los
valores se reportan como la media * error estandar de la media.
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Resultados
Chromatographic profile of phenolic compounds in Mango
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Los informes anteriores han documentado las altas concentraciones de fenolicos
galactados y gallotaninas en la pulpa del cultivar Ataulfo en comparacion con otras
variedades de mango (8). Se caracterizaron ocho derivados de galloyl en la pulpa de
Ataulfo utilizada en estos estudios, que incluia &acido galico, monogaloil glucosa
esterificada y seis taninos que varian en grado de conjugacion galoyl de 5 a 10 grupos
galoyl. Las caracterizaciones se basaron en los espectros de UV y de masa en
comparacién con los valores publicados para estos compuestos (9). Monogaloil glucosa
estaba presente en la concentracion mas alta a 229 + 9,3 mg/kg, frente a 9,09 + 0,17
mg/kg para el 4cido galico libre. En forma acumulativa, los seis gallotaninos totalizaron
409 * 45,4 mg/kg y variaron individualmente en la concentracion de 6,56 + 1,20 mg/kg
para la glucosa pentagalbica a 117 £ 9,34 mg/kg para la glucosa noagalosa cuando se
cuantificaron en equivalentes de glucosa pentagaloyl.

Se compard la bioaccesibilidad de los polifenoles de la pulpa de mango
homogeneizada y del mango en cubos con un extracto de mango 100% bioaccesible
que sirvi6 como control en condiciones de digestion in vitro (Figura 1). La glucosa
monogalosa fue facilmente soluble en la solucion gastrica a 0 h tanto en la pulpa de
mango homogeneizada como en el mango en cubos, con una bioaccesibilidad inicial de
75,1 £ 6,25% y 61,0 + 5,80% respectivamente, y no hubo cambios significativos (p
<0,05) en las primeras 2 horas en condiciones gastricas. A las 4 h, 2 h después de la
transicion del pH desde el estbmago a los intestinos, la bioaccesibilidad de monogaloil
glucosa aumenté significativamente para mango homogeneizado y cubicado a 98,0 +
458% y 85,0 = 10,58%, respectivamente, mientras que la concentracion de
monogaloilglucosa en el extracto de mango disminuyé a 81,2 + 2,49% de su
concentracion inicial. Esto indica que la estructura del mesocarpo puede ser critica para
estabilizar la monogaloilglucosa tanto en condiciones digestivas acidas como alcalinas.
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Después de 10 h de digestion, se observé una pérdida significativa de monogaloil
glucosa y las concentraciones disminuyeron a 61,6 + 7,98%, 57,9 + 523% y 52,1 +
8,41% para el extracto de mango, pulpa de mango homogeneizada y mango en cubos,
respectivamente. Del mismo modo, cuando un estandar de monogaloil glucosa se
mantuvo en condiciones de digestion in vitro sélo 60,3 + 2,41% se mantuvo después de
10 h (Figura 2). Los polifenoles son propensos a la auto-oxidacion en condiciones de
pH duodenal a colénico, y esto puede conducir a una formacidn progresiva de
compuestos oxidados y polimerizados en el intestino delgado y del intestino grueso
(10). Los resultados sugieren que cuando la bioaccesibilidad del polifenol aumenta
durante la digestion, como se observd con los homogenizados y en la pulpa de mango
en cubos, su concentracion puede disminuir rapidamente debido a la inestabilidad bajo
condiciones de pH elevadas.
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Figura 1. Bioaccesibilidad de monogaloil glucosa en (A) extracto de mango, (B) pulpa de mango
homogeneizada, y (C) mango en cubos y acido galico libre en (D) extracto de mango, (E) pulpa de
mango homogeneizada, y (F) mango en cubos bajo condiciones de digestién in vitro a 37°C, pH 2,0 para
2 hypH 7,1 durante 8 h, con enzimas digestivas.
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En contraste con la monogaloilglucosa, se encontré que los gallotaninos de mango
tenian una bioaccesibilidad limitada tras la digestion in vitro sin cantidades
cuantificables de galotaninas en la solucién de digestion. Cuando se realizaron
extracciones de disolventes post-digestién en las preparaciones de fruta, se encontré
que 51,5 £ 8,12% y 88,5 £ 1,03% de la cantidad inicial de galotaninos permanecieron
en la matriz de fruta para la pulpa de mango homogenizada y mango en cubos,
respectivamente (Figura 3). Por ingestidn, los gallotaninos unidos a la matriz alimenticia
en el pericarpio de la fruta pueden llegar a ser bioaccesibles debido a la degradacién
microbiana de las pectinas y otros materiales de la pared célular (11). La liberacion de
gallotaninas de mango en el colon podria conducir a beneficios potenciales para la
salud; Principalmente a través de la hidrdlisis enzimatica para producir acido galico
bioaccesible y pirogalol, principal metabolito microbiano (12).
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Figura 3. Acido galico, monogaloil glucosa y galotaninas unidos a matrices celulares de pulpa de mango

homogeneizada y mango en cubos tras digestién in vitro a 37 °C pH 2,0 durante 2 h y pH 7,1 durante 8 h
con enzimas digestivas.

El acido galico libre aument6 significativamente (p <0,05) después de 10 h de la
digestion in vitro en 384 + 14,9%, 490 = 9,68% y 233 = 15,8% para el extracto de
mango, pulpa de mango homogeneizada y mango en cubos, respectivamente (Figura
1). El &cido galico comunmente experimenta una degradacion extensa cuando se
expone a condiciones de pH fisiolégicas y cuando un estandar auténtico fue incubado
en condiciones de digestidén in vitro, la cantidad de acido galico disminuy6 a 45,4 +
2,51% de su concentracion inicial durante 10 h (Figura 2). Esto indica que la
concentracion de acido galico determinada después de 10 h es el resultado de la
generacion simultanea de hidrélisis de galotanina y degradacion de acido galico en
condiciones de pH intestinal (13). En contraste, es poco probable que la
monogaloilglucosa sea una fuente de &cido galico hidrolizado como cuando Monogaloil
glucosa se incub6 solo en condiciones digestivas in vitro no se produjo acido galico
libre. La digestion in vitro de extracto de mango y pulpa homogeneizada resulté en
cantidades significativamente mayores de acido gélico bioaccesible en conjuncién con
una mayor concentracién de galotaninos que se liberaron en soluciéon mientras que se
produjo significativamente menos &cido galico a partir de mango en cubos. Esto indica
que la mayoria de los gallotaninos en el mango en cubos puede ser capaz de alcanzar
el colon y estar disponible para el metabolismo microbiano, resultando potencialmente
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en una mayor produccién de pirogalol. Se desconoce como estas diferencias pueden
afectar la bioactividad, sin embargo pirogalol el principal metabolito de colon de acido
galico se ha informado de tener propiedades anti-carcindgenas (14), y puede ser
beneficioso para elegir una matriz de alimentos que retiene los gallotaninos a través de
digestion intestinal superior para apoyar su generacién en el colon.

Digestion in vitro de los Galotaninos.

Se evalué la distribucién del peso molecular de los galotaninos después de la
incubacién en cultivo celular y en condiciones intestinales, pH 7,4 y 37°C, para
determinar la extensiéon de la hidrélisis de galotanina y para estimar la cantidad
subsiguiente de acido galico liberado que podria incluirse potencialmente en la porcion
disponible bioldégicamente de polifenoles del mango. Antes de la incubacién, mas del
63% del aislamiento de galotanina (Figura 4) estaba compuesto de compuestos con
pesos moleculares correspondientes a 8GG, 9GG, 10GG, 11GG y 12GG,
respectivamente.
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Figura 4. Hidrdlisis de Galotaninos en condiciones de pH fisiolégicas.

Durante un periodo de cuatro horas, el equilibrio cambié a un predominio de
galotaninas con pesos moleculares correspondientes a 4GG, 5GG, 6GG y 7GG. El
aumento de galotaninos de menor peso molecular se debid a la hidrélisis de moléculas
de galotanina mas grandes que generaron acido galico libre que puede absorberse o
ser un sustrato para el microbioma. La degradacion de los galotaninos utilizados en el
presente estudio produjo 23 mg/L de acido galico libre potencialmente mas
biodisponible en cuatro horas.

In vivo e in vitro absorcion de acido galico y glucosa monogaloil.

Por primera vez se evalué el transporte de monogaloil glucosa en un modelo de
monocapa Caco-2 y se compar6 con el acido galico. Fisiolégicamente, la absorcion de
polifenoles del intestino delgado se rige por la estereoquimica y la polaridad, y muchos
polifenoles de mayor peso molecular o aquellos con grupos funcionales polares tienen
menos probabilidades de ser absorbidos(15). El acido galico y la monogaloilglucosa se
aplicaron por separado a la capa apical a 50 ug/ml y sus velocidades de transporte
(apical a basolateral) fueron de 160 = 59,4 pg/ml - hy 257 + 43,1 ug/ml - h,
respectivamente (Tabla 1). Después de 2 h de transporte, 0,98 £ 0,14% de monogaloil
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glucosa se habia transportado comparado con el 0,67 + 0,13% para acido galico, una
diferencia no significativa. Con velocidades de transporte similares es posible que la
monogaloil glucosa se transporta a través del mismo mecanismo que el acido galico,
sin embargo, dado el resto de glucosa hay potencial para las interacciones del
transportador de glucosa (16).

La biodisponibilidad de &acido galico y monogaloilglucosa se evalué en un modelo
porcino y se compard cualitativamente con el transporte en la monocapa de células
Caco-2. Mediante el uso de soluciones tamponadas de acido galico vy
monogaloilglucosa administradas por via oral e intravenosa, se estimo6 la absorcidon
mediante la monitorizacion de las concentraciones de acido galico y monogaloil glucosa
y los principales metabolitos de la fase Il. Los compuestos acido 4-O-metilgdlico y &cido
4-O-metilglasico-3-O-sulfato se identificaron previamente como los metabolitos
predominantes después del consumo de acido galico (15,17) y por lo tanto se
monitorizaron en plasma porcino durante un periodo de 10 h mediante la insercion
quirargica de catéteres en la sangre en este estudio. Como patrdn interno, se recupero
galato de etilo a 90,9 £ 0,23% en todas las muestras. El analisis farmacocinético no
compartimental revel6 la Cmax para el &cido gélico y la monogaloilglucosa como 3,42 *
1,07 mg/L 'y 0,13 £ 0,05 mg/L y un AUC de 3,57 £ 0,07 mg/L - hy 0,09 + 0,03 mg/L - h,
respectivamente (Tabla 2).

Tabla 1. Transporte de 50 pug / ml de acido galico y monogaloil glucosa a través del lado apical a
basolateral de las monocapas de Caco-2 durante 2 h.

Transport
% Transport (ng/mL-h)
0.5h 1h 1.5h 2h
0.23 + 0.52 + 0.58 + 0.67 t
gallic acid 0.05"2 0.152 0.152 0.132 160 + 59.42
monogalloyl 0.23 + 0.72 + 0.98 *
glucose 0.10 £ 0.012  0.022 0.10° 0.142 257 £43.12

1. Los valores se reportan como la media + SEM, y las letras diferentes en la misma columna
son significativamente diferentes (p <0.05).

Tabla 2. Parametros farmacocinéticos para el acido galico (GA) y la glucosa monogaloil (MGG)
después de la administracién oral y IV en un estudio experimental de absorcién porcina, 10 h.

Oral v
Crax  Tmax AUCom AUCw Half-ife Ve ii?vailabilit
(mg/l) (h) (mg/L*h) (mg/L*h) (h) (L) (%)
GA 342 % o5 37 % oggro20 10 F 4 931440
wa 008 E o5 000 a7zixtsr OO0 F 109 % 281020

1. La biodisponibilidad absoluta se calculé usando f = ;, con f como biodisponibilidad
AUCH*Dosears

absoluta y AUC como area bajo la curva.
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A pesar de una tasa de absorcion similar en el modelo Caco-2, la glucosa monogaloil
se encontré significativamente (p <0,05) menos absorbida que el acido galico. El acido
galico se elimind rapidamente de plasma porcino con una vida media de 0,10 £ 0,04 h
(6 min). En contraste, la monogaloilglucosa tuvo una vida media de 0,34 + 0,05 h (20
min), y la biodisponibilidad absoluta para acido galico y monogaloil glucosa fue de 19,3
+ 4,40% y 0,28 = 0,20%, respectivamente. La rapida eliminacién de acido galico y
monogaloil glucosa del plasma es significativamente mayor cuando se compara con
otros polifendlicos como el galato de epigalocatequina que cuando se administrd por
via intravenosa en ratas se reporté que tenia una vida media de 51 min. (18). Esto
sugiere que el acido galico es mas biodisponible de lo que se pensaba anteriormente y
debido a la corta vida media cualquier acido galico que se absorba sdélo estard en
circulacion durante un corto tiempo antes de la excrecion renal. Las investigaciones
anteriores que informan sobre la farmacocinética del &cido galico sélo han realizado
experimentos de administracién oral que carecen de datos de la administracién
intravenosa necesaria para calcular la biodisponibilidad absoluta, la relacién entre la
absorcién oral y la depuracién intravenosa. Este trabajo indicé que, en un modelo
porcino, el acido gélico tiene una biodisponibilidad absoluta cercana al 20%, y apoya
investigaciones previas en las que se encuentran grandes cantidades de formas libres
y metabolizadas de acido galico en la orina pero con bajas concentraciones en el
plasma (19,20).
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Cuadro 5. Area bajo la curva (AUC) para los metabolitos 4cido galico, acido 4-O-metilgalico y acido 4-O-
metilglasico-3-O-sulfato después de la administracién oral de &cido galico y monogaloilglucosa
determinada en un modelo porcino

Los modelos farmacocinéticos clasicos, aunque Utiles para medir la cinética del
analitico de interés, no toman en consideracion cambios en la concentracién de
analitico debido al metabolismo de fase Il. Tanto el acido galico como la
monogaloilglucosa se convirtieron en metabolitos de fase Il con AUC para &cido galico,
acido 4-O-metilgalico y acido 3-O-sulfato de 4-O-metilgalico de 3,57 £ 0,07; 4,90 = 1,30
y 7,86 + 1,18 mg/L * h después de la administracién oral de acido gélico y 2,73 + 1,45;
5,08 £ 0,96; y 9,19 + 2,38 mg/L * h después de la administracion oral de monogaloil
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glucosa (Figura 5). Tanto el acido galico como la monogaloilglucosa produjeron una
concentracion similar de metabolitos de acido galico, pero no se detectaron conjugados
de monogaloilglucosa de metilo, azufre o glucurénido. En el contexto de su alta
bioaccesibilidad a partir del mango y el transporte de Caco-2, los datos sugieren que la
glucosa monogaloil se absorbe in vivo, pero los metabolitos derivados no se detectan
hasta que se produce la desglicosilacion antes de ser encontrados en la circulacién, ya
sea en el intestino o el higado. La glucosa monogaloil es el polifenol predominante en
varias variedades de mango, y en la pulpa de mango Ataulfo analizada en este estudio,
representd el 35% del contenido polifendlico total galico. La capacidad de la monogaloil
glucosa de tener el mismo potencial metabdlico que el acido galico libre es critica ya
que las diferencias de concentracion entre el 4cido galico y la monogaloil glucosa entre
los cultivares de mango pueden no afectar su bioeficacia.
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Figura 6. Efectos de los polifenoles de mango y sus metabolitos sobre la proliferacion celular

Después de incubar los polifenoles del mango con la microbiota del cecum del cerdo,
determinamos que el pirogalol es el metabolito principal. Tratamos células HT-29 con
polifenoles de mango, incluyendo monogaloil glucosa y acido galico, asi como los
principales metabolitos pirogalol y acido 4-metil galico. En las células humanas de
cancer de colon, el pirogalol tenia mas actividad anti-proliferativa que los compuestos
parentales (Figura 6).
La IC50 de monogaloil glucosa, acido galico y acido 4 - metil galico fueron 31,95, 30,39
y 30,85, respectivamente. Estas concentraciones fueron superiores a la IC50 del
extracto de mango (IC50 del extracto de mango: 22,75). Esto puede deberse a efectos
sinérgicos de compuestos en polifenoles de mango. Curiosamente, el principal
metabolito pirogalol tuvo la IC50 mas baja (IC50 de pirogalol: 12,78). Esto sugiere que
el metabolismo de polifenoles de mango aumenta la citotoxicidad.

En nuestro estudio piloto humano, se determind que la mayoria de pirogalol en el
plasma humano estd en forma de pirogalol-sulfato. Determinamos a partir del ensayo
previo de proliferacion celular que soélo el pirogalol ejercia un efecto positivo
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significativo sobre las células HT-29. Como resultado, s6lo probamos los efectos del
extracto de mango, pirogalol y sulfato de pirogalol sobre células epiteliales humanas
CCD-18 inflamadas. ElI PG-O-sulfato fue tan eficaz como PG en la disminucién de los
niveles de ARNm de TNF-a, IL-1B e IL-6 en fibroblastos CCD-18 tratados con LPS
(Imagen 7). Esto demuestra que el principal metabolito de polifenoles de mango ejerce
efectos anti-inflamatorios.
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Figura 7. Efectos de los taninos y sus metabolitos en los niveles de ARNm de citocinas pro-inflamatorias
en células CCD-18 tratadas con LPS
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