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Metabolismo hepático de derivados de taninos y su bioactividad en inflamación 

 

David Enrique Ramos Cevallos 

 

Resumen. Los polifenoles de frutas y vegetales se encuentran vinculados con la reducción 

en el riesgo de enfermedades degenerativas beneficiando a la salud humana. Estos 

compuestos son pobremente absorbidos en el proceso metabólico del cuerpo humano 

desconociendo la biodisponibilidad y efecto bioactivo de sus conjugados. Se plantearon 

como objetivos promover la conjugación mediante el uso de enzimas S9, evaluar el efecto 

bioactivo de ácido gálico y pirogalol en células hepáticas cancerígenas humanas (HepG2) 

e identificar los metabolitos mediante LC-ESI-MS. Se usó un Diseño Completamente al 

Azar (DCA) para proliferación celular (cuatro concentraciones y seis tratamientos) usando 

el kit de resazurina. El ácido gálico y pirogalol (metabolito de ácido gálico) inhibió el 

crecimiento celular a partir de 25 µg/ml. La combinación (ácido gálico + pirogalol) redujo 

la proliferación en 41% a concentraciones de 25 µg/ml por cada compuesto. Los 

tratamientos con enzimas S9 mostraron una reducción significativa con una relación 

indirecta de proliferación en HepG2 por la interacción de los mismos. Metil-pirogalol-O-

sulfato fue el único metabolito tentativamente identificado. Ácido gálico y pirogalol 

ejercieron una correlación indirecta en HepG2. Se recomienda el uso de cofactores para una 

mayor conjugación y realizar factores de dilución para detectar estos metabolitos en LC-

ESI-MS. 

 

Palabras clave: Polifenoles, conjugación, proliferación celular, metabolitos, citotoxicidad.  

 

Abstract. Fruits and vegetables polyphenols are linked with the reduction in the risk of 

degenerative diseases that benefits the human health. These compounds are poorly absorbed 

in human body metabolic process unknowing the bioavailability and bioactivity effect of 

their conjugates. The objectives of this study were to promote the conjugation through the 

use of S9 enzymes, evaluate the bioactivity effect of gallic acid and pyrogallol on hepatic 

cancer cells (HepG2) and identify their metabolites by LC-ESI-MS. Completely 

Randomized Design (CRD) was used for cell proliferation (four concentrations and six 

treatments) using resazurin kit. Gallic acid and pyrogallol (gallic acid metabolite) inhibited 

cell growth at 25 µg/ml and above. Combination (gallic acid + pyrogallol) reduced cell 

proliferation to 41% at 25 µg/ml for each compound. Treatments with S9 enzymes showed 

a significant reduction with an indirect relation of proliferation on HepG2 due to the 

interaction thereof. Methyl-pyrogallol-O-sulfate was the unique tentatively identified 

metabolite. Gallic acid and pyrogallol exerted a cytotoxicity indirect correlation on HepG2. 

It is recommended use cofactors to promote a better conjugation and make dilution factors 

to detect these metabolites by LC-ESI-MS. 

 

Key words: Polyphenols, conjugation, cell proliferation, metabolites, cytotoxicity 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

 

El cáncer es un problema de salud a nivel mundial considerado la segunda causa de muerte 

con 8.8 millones en el 2015, siendo 788,000 por cáncer de hígado (OMS 2018; Siegel et al. 

2018) y situado dentro de los 10 tipos de cáncer que afectan a la humanidad (Lima et al. 

2016). La Sociedad de Cáncer Americano (ACS 2018) estima alrededor de 42,000 casos y 

30,200 muertes por cáncer de hígado y conducto biliar intrahepático; con mayor incidencia 

en hombres y representando un 4% de la población americana (Siegel et al. 2018). En 

Honduras, se registraron 4,200 y 3,880 muertes de cáncer de hígado en hombres y mujeres 

respectivamente, que representa el 0.1% de muertes en el año 2012 (OMS 2014). 

 

El consumo de frutas y vegetales esta ligado estrechamente a la reducción en el riesgo de 

enfermedades degenerativas (Pimpão et al. 2013). Los polifenoles de frutas y vegetales son 

metabolitos secundarios producidos por las plantas como protección hacia la radiación 

ultravioleta y patógenos; aportando astringencia, amargor y estabilidad oxidativa en 

alimentos (Pandey y Rizvi 2009). La ingesta diaria se estima que puede llegar 1 gr/día en 

personas con dietas ricas en frutas y bebidas como vino, té, café y chocolate; ignorando la 

cantidad que esta disponible y es absorbida por el organismo (Gómez Juristi 2015). La 

biodisponibilidad se define como la cantidad de nutriente ingerido que es absorbido y se 

encuentra disponible para funciones fisiológicas en el organismo (Thompson 2013). El 

metabolismo de polifenoles ha tenido similar o mayor potencial hacia los beneficios de la 

salud humana (Barnes et al. 2016) exhibiendo ciertas propiedades antioxidades y 

antiinflamatorias en estudios in vitro e in vivo (Sadeghi Ekbatan et al. 2018). 

 

Estos compuestos polifenólicos al ser ingeridos, son pobremente absorbidos en el intestino 

delgado (Sadeghi Ekbatan et al. 2018) y conjugados mediante una hidrólisis enzimática por 

lactasa hidrolasa o β-glucosidasa citosólica (Pimpão et al. 2013) dónde posteriormente 

ingresan al torrente sanguíneo (Vetrani et al. 2016). Dichas enzimas rompen el enlace β-

glucosídico para generar aglicones que alcanzan el hígado donde son sujetos a la fase II del 

metabolismo (Grootaert et al. 2015) siendo conjugados en metilados por catecol-O-

metyltransferasa, sulfatados por sulfotransferasa y glucoronidados por 

glucoroniltransferasa, para ser transportados hacia el tejido sanguíneo o excretados 

mediante orina (Heleno et al. 2015; Marín et al. 2015). 

 

En contraste, los taninos son compuestos polifenólicos producidos por las plantas (Aguilar 

et al. 2014), dónde se encuentran los taninos hidrolizables que incluyen los galotaninos y 

elagitaninos (Marín et al. 2015). El mango (Mangifera indica) es una fuente rica en 

galotaninos y ácido gálico, que ha demostrado ciertas propiedades anticancerígenas y 

antioxidantes (Barnes et al. 2016). 
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Ácido gálico (GA) 3,4,5-ácido trihidroxibenzoico, es un ácido fenólico hallado en uvas, 

nueces, productos naturales y algunas bebidas como té, vinos, entre otros (Lima et al. 2016); 

así mismo puede ser obtenido a través de la hidrólisis de galotaninos (Nemec et al. 2017) y 

ha sido identificado como el mayor compuesto polifenólico en mango (Masibo y He 2008) 

que posee propiedades antioxidantes, antimutagénicas, antitumorales y cierta citotoxicidad 

en células cancerígenas (Lima et al. 2016; Nemec et al. 2016). Pirogalol se conoce que es 

el mayor metabolito bioactivo de los galotaninos (Nemec et al. 2017); además el ácido 

gálico puede ser decarboxilado por galato decarboxilasa y obtener pirogalol como resultado 

final del metabolismo de los taninos e incrementando su efecto anticancerígeno (López de 

Felipe et al. 2014).  

 

El estudio del metabolismo de compuestos se ha llevado a cabo a través del uso de HepG2, 

que es una hepatocarninoma de línea celular humana que imita la función metabólica del 

hígado y es comúnmente usada para estudiar el metabolismo de compuestos (Borowiec et 

al. 2017); capaz de producir enzimas de la fase I y II del metabolismo (Chequer et al. 2012).  

 

Esta es diferenciada de otrás células debido a los diferentes patrones de expresiones de las 

enzimas metabólicas requeridas para la conjugación (Parmentier et al. 2007b). La enzima 

S9 del higado ha sido usada para evaluar el metabolismo de drogas y xenobióticos 

(Parmentier et al. 2007a) ya que contiene fracciones microsomales y citosólicas 

representando un completo perfil enzimático metabólico que incluye enzimas de la fase I, 

II y sus cofactores (Richardson et al. 2016).  

 

Los estudios de citotoxicidad in vitro en líneas celulares emplean diferentes métodos de 

tinción celular para evaluar la viabilidad celular sobre tratamientos (Escobar et al. 2010). 

El ensayo de resazurina sirve como un indicador redox en células, que monitorea el número 

de células viables; este reactivo azul no tóxico ni fluroescente permite evaluar la actividad 

metabólica de los compuestos, células viables reducen resazurin en resofurina produciendo 

una alta fluorescencia de color rosado; mientras que las células no viables mantienen el 

color azul sin fluorescencia (Escobar et al. 2009; Silva et al. 2017). 

 

El presente estudio se llevo a cabo para evaluar la actividad citotóxica cancerígena de los 

metabolitos hepáticos de ácido gálico y pirogalol, además, identificar dichos compuestos 

en LC-ESI-MS. 

 

Se plantearon los siguientes objetivos: 

 

 Promover la conjugación de derivados de taninos con enzimas S9 

 

 Identificar los derivados de taninos metabolizados y no metabolizados en LC-ESI-MS 

 

 Evaluar el efecto bioactivo de derivados de taninos en hepatocarcinoma línea celular 

humana (HepG2) 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

Localización del estudio.  

El estudio se llevó a cabo en los laboratorios de Nutrición y Química de Alimentos del 

Departamento de Nutrición y Ciencia de los Alimentos de la Universidad de Texas A&M, 

College Station, Texas, Estados Unidos. 

 

 

Fase I. Evaluación citotóxica en células HepG2. 

 

Siembra y división de células. Se usaron células cancerígenas del hígado humano (HepG2) 

adquiridas del centro de colección de tipos de cultivos (ATCC, Manassas, VA). El 

criocontenedor (1 ml) se mantuvo en hielo seco para luego ser descongelado en baño María 

(Fisher Scientific ISOTEMP 210) a una temperatura de 37 °C durante un minuto. 

 

En el laboratorio de cultivo celular, se trabajó en la cabina de bioseguridad (Thermo 

Scientific forma 1400 series) donde fueron previamente limpiados con alcohol al 70% sobre 

la superficie de trabajo. Se transfirió el criocontenedor mediante el uso de una micropipeta 

en un plato Petri previamente identificado (línea celular, pasaje, fecha e iniciales de la 

persona). Se agregaron 10 ml de medio de cultivo, que previamente fue preparado y está 

constituido de 500 ml Eagle´s Minimum Essential Medium (EMEM) (ATCC, Manassas, 

VA), 50 ml de suero fetal bovino (FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific) al 100% y 5 ml 

de mezcla de antibiótico (5000 unidades/ml de penicilina y 5000 µg/ml de estreptomicina) 

(GIBCO, Thermo Fisher Scientific) con el uso de una pipeta electrónica. Al ser agregado, 

se realizaron ligeros movimientos circulares para mezclar el medio de cultivo con las 

células. Posteriormente, se almacenaron en la incubadora (Forma Series II Water-Jacketed 

CO2 Incubator HEPA Class 100, Thermo Electron Corporation) permitiendo la adhesión y 

crecimiento de las células al fondo del plato. 

 

Después de 24 horas, se observó en un microscopio invertido (Jenco, USA) determinando 

un 80% de confluencia visualmente para su posterior división. De ser el porcentaje de 

confluencia menor, se procedía a cambiar el medio de cultivo previamente calentado en 

baño María por quince minutos aproximadamente. El cambio de medio se efectuó de la 

siguiente manera: se aspiraba (bomba de vacío) el medio de cultivo, se agregaba 10 ml de 

medio de cultivo nuevo y se colocaba en la incubadora por 24 horas para revisar su 

confluencia nuevamente. 

 

Una vez alcanzada la confluencia, se prepararon los materiales, se aspiró el medio antiguo 

y se agregaron 5 ml de buffer fosfato salino (PBS) con el fin de enjuagar las células y 

remover aquellas que no se adhirieron al fondo del plato. Por consiguiente, se aspiró el PBS
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realizando una ligera inclinación para evitar tocar el fondo del plato; una vez removido, se 

añadió 2.5 ml de tripsina (Gibco) 0.25% EDTA para desprender la adhesión de las células 

del fondo del plato durante tres a cinco minutos en la incubadora. 

 

Concluido el tiempo, las células fueron observadas en el microscopio para asegurar su 

desprendimiento; si no se observaba su completo desprendimiento, se realizaban ligeros 

golpes en el plato para facilitar el mismo. Posteriormente, se agregaron 8 ml de suero fetal 

bovino (FBS) al 10% para detener la reacción de la tripsina ya que si se mantiene por mucho 

tiempo puede ocurrir un daño celular. A continuación, se transfirió el contenido (10.5 ml) 

a un tubo Falcon de 50 ml con el uso de una pipeta electrónica. Se colocó en los frascos de 

centrifugación previamente limpiados (alcohol 70%) y colocados dentro de la cabina de 

bioseguridad. Se centrifugó el contenido celular a 1200 revoluciones por minuto (rpm) por 

2 minutos a 25 °C (Jovan C3R1 Centrifuga Multifunción, Thermo Electron Corporation) 

manteniendo el correcto balance (10.5 ml). Una vez finalizado, se observó la separación 

entre el sedimento celular y sobrenadante, se aspiró el sobrenadante manteniendo el 

sedimento celular al fondo del tubo Falcon. 

 

Se agregaron 3 ml de medio de cultivo y se homogenizó con la micropipeta hasta no 

observar aglomeración de células en la suspensión celular. Posteriormente, se agregó 1 ml 

a cada plato previamente identificado, 10 ml de medio celular y se almacenaron en la 

incubadora hasta obtener la confluencia deseada. Se cambió el medio cada dos días y se 

dividió las células cada cinco días. 

 

Preparación de células. Alcanzada la confluencia deseada, se aspiró el medio anterior 

usando un aspirador y se agregaron 5 ml PBS para enjuagar las células y remover aquellas 

células muertas no adheridas al fondo del plato. Se aspiró el PBS sin tocar el fondo del plato 

y se agregó 2.5 ml de tripsina al 0.25% para desprender las células del fondo del plato 

durante tres a cinco minutos en la incubadora. 

 

Concluido el tiempo de incubación, se observó en el microscopio invertido para asegurar 

su total desprendimiento. Posteriormente, se agregó 8 ml de FBS al 10% para detener la 

reacción de la tripsina. Se transfirió el contenido celular (10.5 ml) a un tubo tipo Falcon de 

50 ml con el uso de una pipeta electrónica. Después, se colocaron en los frascos de 

centrifugación previamente limpiados y se centrifugó a 1200 revoluciones por minuto por 

dos minutos a 25 °C, manteniendo el balance correcto (10.5 ml). Al finalizar, se observó la 

separación entre el sedimento celular y sobrenadante, y se colocó dentro de la cabina de 

bioseguridad. 

 

Se aspiró el sobrenadante y se añadió 4 ml EMEM 2% FBS para evitar el crecimiento rápido 

de las células y se mezcló hasta obtener una completa homogenización. La concentración 

celular consistió en varios pasos; se agregó 10 µL de azul tripano en un tubo Eppendorf de 

1.5 ml, luego se agregó 10 µL de suspensión celular y se homogenizó. Finalmente, se 

tomaron 10 µL de la solución y se colocaron en una lámina de recuento celular; se leyó en 

el contador celular (Countess automated cell counter, Invitrogen), una vez obtenida la 

concentración se calculó la cantidad de medio para diluir acorde a los diferentes 

experimentos.  
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Proliferación celular. Para la determinación celular, se siguió el procedimiento de 

Venancio et al. (2017). Se necesitaron 30 ml de suspensión celular a una concentración de 

100,000 células por mililitro usando tres platos de 96 pocillos color negro. Se transfirió 100 

µL de la suspensión celular en cada pocillo por medio de una micropipeta para obtener un 

total de 10,000 células por pocillo Finalmente, los platos se incubaron durante 24 horas 

hasta la adhesión de las células al fondo de los pocillos a una temperatura de 37 °C. Cada 

experimento se llevó a cabo por separado y se desarrollaron de la siguiente manera: 

 

Para todos los tratamientos de ácido gálico y pirogalol, se preparó una solución stock de 

5000 mg/L con 50 mg de cada compuesto y 10 ml de agua al 0.1% de ácido fórmico. 

Posteriormente, se diluyó a una concentración de 200 µg/ml para los tratamientos sin 

enzimas S9 usando 200 µL de la solución stock y 4.8 ml de medio celular para ácido gálico 

y pirogalol respectivamente, mientras que para los tratamientos con enzimas S9 se preparó 

a una concentración de 250 µg/ml usando 250 µL y 4.75 ml de medio celular para diluir 

seguidamente a las respectivas concentraciones.  

 

En los tratamientos de compuestos sin enzimas S9, se removió el medio previamente 

incubado por 24 horas a 37 °C con el aspirador y se agregaron 200 µL en cada pocillo de 

cada tratamiento que fueron ácido gálico, pirogalol y combinación. Para cada tratamiento 

se tuvo controles donde se agregó 200 µL de medio de cultivo al 2% FBS sin ningún 

compuesto y blancos que contenían solo medio celular. Después de 48 horas, se agregaron 

20 µL de solución resazurin y se incubó durante tres horas. Se midió la intensidad de 

fluorescencia a una absorbancia de 544 nm de excitación y 590 nm de emisión en el 

contador FLUOstar Omega microplate reader (BMG, Labtech Inc., Durham, NC). 

 

Para los tratamientos de compuestos con enzimas S9 se siguió el protocolo de Kolrep et 

al.(2017) adaptado según la concentración de proteína de S9 y el volumen del tratamiento 

requerido; donde prepararon una solución stock 5 veces concentrada del compuesto y se 

acondicionaron a 40 µL de compuesto que contenía 20 µL del compuesto y 20 µL de medio 

celular o 40 µL del compuesto pre incubado con las enzimas S9 durante 1 hora. En el 

estudio, se preparó las muestras 5 veces concentradas en un volumen total de 1 ml por 

tratamiento en base a la solución intermedia de 250 µg/ml. Posteriormente, se preparó las 

muestras a un volumen total de 2 ml que contenía 400 µL de la solución anterior, 40 µL de 

S9 mix y 1560 µL de medio celular al 2% FBS por cada tratamiento; mientras que para la 

combinación se preparó 400 µL ácido gálico, 400 µL pirogalol, 40 µL S9 mix y 1160 µL 

de medio celular a un volumen total de 2 ml. Estos tratamientos fueron previamente 

incubados por una hora con la finalidad de promover la conjugación incluyendo 

tratamientos de control y blancos para cada experimento. Se aspiró el medio antiguo, se 

agregó 200 µL en cada pocillo. Después de 48 horas, se recolectó el medio (fracción 

celular), se agregó 200 µL de medio de cultivo y 20 µL de solución resazurin en cada pocillo 

y se incubó durante 3 horas. La intensidad de fluorescencia se medió a una absorbancia de 

544 nm de excitación y 590 nm de emisión en el contador FLUOstar Omega microplate 

reader. Los experimentos de citotoxicidad fueron llevados a cabo con pasajes del cinco al 

doce. Las fracciones celulares fueron almacenadas a -80 °C en un congelador de ultra baja 

temperatura (Ultra low temperature freezer U535 innova, New Brunswick Scientific) hasta 

análisis en LC-ESI-MS. 
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Diseño experimental. Para la fase I se evaluó la proliferación celular. Se usó un diseño 

completamente al azar (DCA) evualando cuatro concentraciones y seis tratamientos con 

siete repeticiones. Los compuestos usados fueron: ácido gálico, pirogalol, ácido gálico + 

S9, pirogalol + S9 (1, 5, 25, 50 µg/ml) (Cuadro 1) y combinación (ácido gálico y pirogalol), 

combinación + S9 (0.5, 2.5, 12.5, 25 µg/ml) (Cuadro 2). Se utilizaron dos controles donde 

hubo células sin la aplicación de los compuestos; los controles fueron: células y células + 

S9. Para el análisis, se usó una separación de medias Tukey para comparar con el control y 

un nivel de significancia de α<0.05. Los datos fueron analizados con el programa 

“Statistical Analysis System” (SAS®, versión 9.4). 

 

 

Cuadro 1. Diseño experimental para proliferación celular de compuestos en células HepG2 

Compuestos 
Concentración (µg/ml) 

1 5 25 50 

Ácido gálico Tᵃ1 T2 T3 T4 

Pirogalol T5 T6 T7 T8 

Ácido gálico + S9* T9 T10 T11 T12 

Pirogalol + S9* T13 T14 T15 T16 

Control+ S9 (AGᵝ) Cᵇ1 

Control + S9 (PGᵡ) C2 

Control  C3 

ᵃ T: tratamiento. * Los tratamientos fueron concentradas 5 veces más y diluidas a su 

concentración final. ᵝ AG: Ácido gálico. ᵡ PG: pirogalol. ᵇ C: células sin presencia de 

compuestos 

 

 

Cuadro 2. Diseño experimental para proliferación celular de compuestos combinados en 

células HepG2 

Compuestos 
Concentración (µg/ml) 

0.5ᵠ- 0.5ᵟ 2.5 – 2.5 12.5 – 12.5 25 - 25 

Ácido gálico + Pirogalol T17 T18 T19 T20 

Ácido gálico +Pirogalol 

+ S9* 
T21 T22 T23 T24 

Control + S9 C4 

ᵠ Concentración de ácido gálico. ᵟ Concentracipon de pirogalol. * Los tratamientos fueron 

concentrados 5 veces más y diluidas a su concentración final. 

 

 

Fase II. Identificación de metabolitos de ácido gálico y pirogalol en LC-ESI-MS. 

Se evaluaron dos tratamientos que fueron: fracción S9 que fue pre incubada por una hora y 

fracción celular que fue recolectada después de 48 horas de incubadora de los experimentos 

previos. Además, se evaluó el control para comparar la identificación de metabolitos y los 

tratamientos se mezclaron sin importar la concentración (Cuadro 3) debido a que 

previamente no se pudo encontrar metabolitos al analizar cada tratamiento por separado. 

Esto se realizó con la finalidad de concentrar las muestras para detectar metabolitos. 
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Cuadro 3. Muestras de pirogalol analizadas en LC-ESI-MS 

Muestra 
Tratamientos 

Metanol + Agua acidificada pH 3 

PG + S9 (Fracción S9) T1 

PG + S9 (Fracción celular) T2 

PG (Fracción celular) T3 

Controlᵇ + S9 (Fracción S9) T4 

Control + S9 (Fracción celular) T5 

ᵇ Control: células sin presencia de compuestos 

 

 

Preparación de las muestras. se mezclaron las cuatro concentraciones de pirogalol de 

fracción S9 y fracción celular respectivamente. Se filtraron las muestras a través de un 

cartridge C18 (Hypersep™ C18 Cartridges, Thermo Fisher Scientific) previamente 

acondicionado con 2 ml de metanol al 0.01% ácido fórmico, 2 ml de agua al 0.01% ácido 

fórmico. Se agregó 2 ml de cada muestra, se limpió la muestra con 2 ml de agua acidificada, 

se eluyó con 500 µL de metanol acidificado y se diluyó con 500 µL de agua acidificada. 

Las muestras fueron filtradas mediante el uso de un filtro Whatman de 0.45 µm y colocados 

en viales de 1.5 ml para ser analizados. 

 

Condiciones del equipo. se usó un Thermo Finnigan LCQ Deca XP Max MSn con trampa 

de iones equipado con una fuente ESI (Electrospray ionization). Las separaciones se 

realizaron en fase reversa usando un Finnigan Surveyor HPLC con un detector Surveyor 

PDS. Los gradientes de separación fueron empleados usando una Sunfire™ columna C18 

(250 X 4.6 mm, 5 µm). Las inyecciones fueron de 60 µL por muestra. La fase móvil A fue 

metanol grado HPLC y la fase móvil B fue agua al 0.1% ácido fórmico a una velocidad de 

400 µL/min. El gradiente A fue 100% durante 3 minutos, disminuyó a un 90% y la fase B 

aumentó a 10% durante 17 minutos. Fase A disminuyó a 70% y fase B aumentó a 30%; 

después de 20 minutos, fase A disminuyó a 50% y fase B aumentó a 50% durante 15 

minutos. La fase A disminuyó a 30% y la fase B incrementó a 70% durante 10 min; después 

fase B aumentó a 100%. por 30 segundos y se inyectó fase A al 100% durante 2. 5 minutos 

para regresar a las condiciones iniciales. La interface de electrospray trabajó en modo 

negativo a una absorbancia de 280 nm.
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 

Los polifenoles son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas que poseen uno o 

varios anillos fenólicos y grupos oxidrilos (-OH) en su estructura química (Quiñones et al. 

2012). En su clasificación, se encuentran los taninos que químicamente son metabolitos 

secundarios derivados de plantas que pueden ser ésteres de ácido gálico o sus derivados 

unidos a una gran variedad de oligómeros y polímeros de proantocianidinas (Olivas Aguirre 

et al. 2015). Los taninos se dividen en taninos condensados (flavonoides y 

proantocianidinas) e hidrolizables (galotaninos y elagitaninos), dónde el ácido gálico es un 

galotanino monomérico que está unido a varias moléculas de glucosa (Govea Salas et al. 

2013). 

 

El ácido gálico (Figura 1) conocido como 3,4,5 trihidroxibenzoico está presente en 

diferentes frutos como: uva, berries, nueces, manzana y mango y en bebidas como: vino y 

té verde (Govea Salas et al. 2013; Mansouri et al. 2013) y posee ciertas propiedades 

antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas y anticancerígenas (Verma et al. 2013). 

Asimismo, pirogalol (Figura 2) es conocido por la descomposición de taninos hidrolizables, 

así también el ácido gálico puede ser enzimáticamente decarboxilado por la microflora del 

colón para después ser absorbido y conjugado por las enzimas hepáticas y renal antes de 

ser eliminado por orina (Upadhyay et al. 2010; Barnes et al. 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura química del ácido gálico (Wang et al. 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura química de pirogalol (Wang et al. 2018)

1 
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El ácido gálico es un ácido fenólico que tiene una relevancia importante debido a que ha 

sido identificado como el mayor compuesto polifenólico en mango y su concentración va a 

depender principalmente de las condiciones de maduración del fruto (Masibo y He 2008). 

 

 

Proliferación celular (HepG2) sin enzimas S9.  

Es un ensayo que permite determinar la actividad de crecimiento, detección de drogas y 

determinar el potencial de compuestos químicos en pruebas citotóxicas, mutagénicas y 

cancerígenas en experimento in vitro e in vivo (RDG 2008). En los experimentos de 

proliferación celular se encontraron diferencias significativas para ácido gálico (Figura 3). 

 

 

 
Figura 3. Viabilidad celular de hepatocarcinoma célula humana (HepG2) a diferentes 

concentraciones de ácido gálico sin enzimas S9. 

Cᵃ: Control, células sin ácido gálico. ¹ Diferentes letras indican diferencias estadísticas entre 

tratamientos (p<0.05). 

 

 

Los estudios científicos expresan los valores de citotoxicidad en valores DL50 dónde se 

refiere a la dosis letal que el compuesto reduce la proliferación celular en 50%. Durante la 

realización del trabajo no se obtuvo valores DL50 debido a que la finalidad era el uso de las 

células para la producción de metabolitos; a pesar de eso se encontró una reducción de 

viabilidad celular en 23 y 27% a concentraciones de 25 y 50 µg/ml, respectivamente. Estos 

resultados divergen a la investigación de Lima et al. (2016) que encontraron una reducción 

del 40% a una concentración de 51 µg/ml en la misma línea celular, esto pudo ser debido a 

que usaron un ensayo de exclusión azul tripano y diferente densidad de siembra por pocillo.  

 

Además, Sun et al. (2016) evaluaron el efecto citotóxico del ácido gálico en células 

hepáticas cancerígenas y normales; se observó que a concentraciones de 28.5 y 80.9 µg/ml 
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se reduce el 50% de crecimiento celular. Otro estudio realizado por Lu et al. (2010) 

obtuvieron una viabilidad celular de 70, 81 y 95% en U87, U251 y células endoteliales de 

cerebro de ratón a una concentración de 20 µg/ml; al igual que Chang et al. (2015) que no 

encontraron un efecto citotóxico a concentraciones de 12.75 µg/ml sobre hepatocitos. Estos 

resultados permiten comprender la citotoxicidad que posee el ácido gálico ante diferentes 

líneas celulares tumorales comparado con células normales a pesar del uso de diferentes 

métodos para evaluar la proliferación celular. 

 

Durante el análisis de pirogalol, se pudo observar diferencias significativas de las 

concentraciones más altas; donde 25 y 50 µg/ml redujeron la proliferación celular en 12 y 

34%, respectivamente (Figura 4). 

 

 

 
Figura 4. Viabilidad celular de hepatocarcinoma célula humana (HepG2) a diferentes 

concentraciones de pirogalol sin enzimas S9. 

Cᵃ: Control, células sin pirogalol. ¹ Diferentes letras indican diferencias estadísticas entre 

tratamientos (p<0.05). 

 

 

Los resultados discrepan con los obtenidos por Nemec et al. (2016) donde obtuvieron una 

reducción del 50% de proliferación celular a 1 µg/ml en células cancerígenas de mama 

(MCF10DCIS.COM). Asimismo, otros estudios muestran un decrecimiento a la mitad con 

una concentración de 5.67 µg/ml en células cancerígenas cervicales humanas (HeLa) (Kim 

SWook et al. 2008) y redujo el 50% de la población entre una concentración de 6.3 y 12.61 

µg/ml en células de fibroblastos pulmonares humanos (HPF) (Park 2016). Estos resultados 

reflejan que las células hepáticas cancerígenas poseen una mayor resistencia al pirogalol en 

comparación a otras líneas cancerígenas celulares. 

 

 

En la combinación usada (ácido gálico + pirogalol) se observaron diferencias en tres 

tratamientos siendo la dosis más alta de 25 - 25 µg/ml de ácido gálico y pirogalol que redujo 
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la población celular en 41% (Figura 5). No hay resultados previos que demuestren el uso 

de esta combinación en diferentes líneas celulares pero Nemec et al. (2016) determinaron 

un mayor efecto anti proliferativo de polifenoles de granada comparado con los compuestos 

individuales en células cancerígenas del colón (HT-29 y HCT119). 

 

 

Figura 5. Viabilidad celular de hepatocarcinoma célula humana (HepG2) a diferentes 

concentraciones de ácido gálico y pirogalol sin enzimas S9. 

Cᵃ: Control, células sin ácido gálico y pirogalol. ¹ Diferentes letras indican diferencias 

estadísticas entre tratamientos (p<0.05). 

 

 

El tratamiento de 2.5 – 2.5 µg/ml de ácido gálico y pirogalol no presentó diferencias 

estadísticas; esto pudo ser un error durante el proceso de preparación de diluciones y 

pipeteo. Además, es importante resaltar que el tratamiento 25 – 25 µg/ml de ácido gálico y 

pirogalol fue más letal reduciendo 41% de viabilidad celular comparado a 23 y 12% de los 

compuestos individuales. Estos resultados contrastan con Chávez (2015) que redujo la 

población celular a medida que incrementa la concentración del compuesto en células 

cancerígenas de colón (HT-29); mientras que no redujo el crecimiento en células 

intestinales de miofibroblastos (CCD-18). 

 

 

Proliferación celular (HepG2) con enzimas S9.  

La fracción S9 o microsómica es comúnmente usada para la identificación de metabolitos 

de la fase I, II o ambos a la vez y el estudio del metabolismo de drogas; donde se usó la 

fracción S9 que contiene parte citosólica y microsomal de baja actividad enzimática 

comparada a los aislados de los mismos (Golizeh et al. 2015; Richter et al. 2017). 

Asimismo, la célula hepatocarcinoma humana (HepG2) contiene ciertas enzimas de la fase 

II del metabolismo como sulfotransferasas (SULT) y glucoronosiltransferasas (UDP) 
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(Jeurissen et al. 2008) usadas para simular el metabolismo hepático de polifenoles (Sadeghi 

Ekbatan et al. 2018).  

 

Acorde a los resultados, la concentración más letal fue 50 µg/ml que redujo en 44% la 

proliferación celular; mientras que el control + enzimas S9 fue diferente en 33.71% y se 

observó un comportamiento no dependiente de la concentración (Figura 6); esto puede ser 

producto de la falta de estudios relacionados con la interacción entre las células 

cancerígenas y las enzimas S9. 

 

 

Figura 6. Viabilidad celular de hepatocarcinoma célula humana (HepG2) a diferentes 

concentraciones de ácido gálico con enzimas S9. 

Cᵃ: Control, células sin ácido gálico y pirogalol. *Las muestras fueron concentradas 5 veces 

más y posteriormente diluidas. ¹ Diferentes letras indican diferencias estadísticas entre 

tratamientos (p<0.05).  

 

 

Estos resultados contrastan con Heleno et al. (2014) que reportaron la citotoxicidad del 

ácido coumárico, hidroxibenzoico, cinámico y sus derivados dónde el ácido 

hidroxibenzoico no presento actividad citotóxica mientras que sus derivados de metilación 

y glucoronidación redujeron la población al 50% con 192.39±7.72 y 507.38±31.06 µM en 

HepG2. No obstante, Silva et al. (2017) discrepa con nuestro estudio debido a que HepG2 

mostró una mayor resistencia a los ésteres de ácido gálico al interferir en la citotoxicidad 

debido a su capacidad metabólica reflejada en la expresión de enzimas de la fase I y II. 

Además, Piazzon et al. (2012) mostraron que los derivados glucoronidados de ácido 

ferúlico y cafeico tienen similar capacidad antioxidante, mientras que los sulfatados poseen 

baja capacidad antioxidante en comparación a los compuestos parentales. Estos resultados 

aún desconocen la interacción que poseen dichos compuestos conjugados sobre las células 

hepáticas cancerígenas.
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Los resultados de pirogalol con enzimas S9 (Figura 7) mostraron una reducción dependiente 

de la dosis en la mayoría de tratamientos, siendo el de 50 µg/ml que mostró una reducción 

de 23.15% de la población celular. Estos hallazgos discrepan con los obtenidos por Kolrep 

et al. (2017), donde pre incubaron el ácido okadaico con enzimas S9 humanas resultando 

una alta citotoxicidad de 45% a 50 nM comparado al compuesto parental que obtuvo a 150 

nM un 55% de reducción celular. Estos resultados evidencian que el pirogalol + enzimas 

S9 (50 µg/ml) tuvo una reducción celular de 23.15% comparado al compuesto normal de 

34.73%. Además, se puede observar que a una concentración de 5 µg/ml se obtuvo un valor 

mayor que el control, esto se pudo dar por errores experimentales durante el pipeteo. 

 

 

 
Figura 7. Viabilidad celular de hepatocarcinoma célula humana (HepG2) a diferentes 

concentraciones de pirogalol con enzimas S9. 

Cᵃ: Control, células sin ácido gálico y pirogalol. *Las muestras fueron concentradas 5 veces 

más y posteriormente diluidas. ¹ Diferentes letras indican diferencias estadísticas entre 

tratamientos (p<0.05). 

 

 

El tratamiento de 0.5-0.5 µg/ml y 12.5-12.5 µg/ml fueron las dosis más citotóxicas que 

redujeron la población en 32.1 y 23.26% (Figura 8), respectivamente. Estudios previos no 

han evaluado la combinación de dichos compuestos, no obstante, se puede comparar que el 

mecanismo metabólico de este tratamiento es similar a los compuestos parentales 

combinados. Además, se puede evidenciar que los tratamientos de control + enzimas S9 

fueron diferentes en los tres experimentos; esto se puede dar al desconocimiento sobre la 

interacción directa de las enzimas con las células hepáticas cancerígenas (HepG2). 
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Figura 8. Viabilidad celular de hepatocarcinoma célula humana (HepG2) a diferentes 

concentraciones de ácido gálico y pirogalol con enzimas S9. 

Cᵃ: Control, células sin ácido gálico y pirogalol. *Las muestras fueron concentradas 5 veces 

más y posteriormente diluidas. ¹ Diferentes letras indican diferencias estadísticas entre 

tratamientos (p<0.05). 

 

 

Identificación de metabolitos.  

El estudio de metabolitos de polifenoles se ha incrementado en los últimos años debido a la 

importancia de conocer su comportamiento dentro del cuerpo humano (Pimpão et al. 2015). 

Estos polifenoles son pobremente absorbidos donde pueden sufrir varios procesos 

metabólicos (Pimpão et al. 2014). Experimentos in vitro han permitido evaluar las 

propiedades de compuestos bioactivos ignorando el metabolismo humano que crea ciertos 

compuestos bioactivos conjugados metilados y sulfatados (Barnes et al. 2016). La 

biodisponibilidad de un polifenol está ligado a la capacidad de transporte a través de un 

enterocito y bioaccesibilidad como la cantidad del compuesto en solución disponible para 

la absorción (Talcott S y Talcott S 2018).  

 

Estudios previos han demostrado que posterior al consumo de un puré de berries se 

encontraron dichos polifenoles en sus formas conjugadas a través de análisis de muestra 

muestras de orina y plasma (Pimpão et al. 2014, 2015). Además, Barnes et al. (2016) 

caracterizaron y cuantificaron siete metabolitos urinarios procedentes de ácido gálico y 

pirogalol después del consumo de mango. Por ello, es importante estudiar el metabolismo 

in vitro de estos compuestos y comprender si tiene un mejor o igual efecto bioactivo sobre 

líneas celulares cancerígenas. 

 

El metabolito tentativamente identificado fue metil-pirogalol-O-sulfato (Figura 9) 219 

masa–carga (m/z) (Figura 10) y una fragmentación de iones de 191 masa–carga (m/z) 

(Figura 11) a un tiempo de retención de 54.35 minutos. Estos resultados contrastan con 
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Barnes et al. (2016) que identificaron el compuesto en un tiempo de retención de 43 y  47.52 

minutos en análisis de orina después del consumo de 400 gramos de pulpa de mango 

variedad Keitt. De igual manera, Pimpão et al. (2014) identificaron el metabolito después 

de la ingesta de un puré de berries en análisis de orina y sintetizados enzimáticamente. La 

fragmentación del metabolito tentativamente identificado discrepa con estudios previos 

(Pimpão et al. 2014; Pimpão et al. 2015; Barnes et al. 2016); esto pudo ser consecuencia 

de una mala ionización o baja sensibilidad en la espectrometría de masas debido al 

contenido de medio celular que poseía la muestra. Estos experimentos in vitro no han sido 

previamente realizados debido al alto contenido de las muestras biológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Estructuras químicas tentativas de metil-pirogalol-O-sulfato (Barnes et al. 2016) 

 

 

Figura 10. Ion identificado en LC-MS, metabolito de pirogalol (MS) 
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Figura 11. Ion identificado en LC-MS, metabolito de pirogalol (MS2) 

 

David-PG+S9(S9Fraction)+MeOH #1062 RT: 54.32 AV: 1 NL: 3.55E6
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4. CONCLUSIONES 
 

 

 El único metabolito tentativo que promovió la conjugación y fue identificado de 

derivados taninos fue metil-pirogalol-O-sulfato en la fracción S9 de pirogalol. 

 De los efectos bioactivos, ácido gálico y pirogalol ejercieron una correlación indirecta 

de citotoxicidad en HepG2. 
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5. RECOMENDACIONES 
 

 

 Promover la conjugación de metabolitos mediante el uso de diferentes cofactores como: 

NADPH, PAPS, UDP, SULT, COMT. 

 Desarrollar diferentes factores de dilución para muestras biológicas y posibilitar la 

identificación en LC-ESI-MS 

 Analizar la bioactividad de los diferentes compuestos contenidos en extractos de mango 

con el fin de identificar otros posibles metabolitos en HepG2. 
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7. ANEXOS 
 

 

Anexo 1. Cálculos de preparación de tratamientos  

 

La solución stock para ácido gálico y pirogalol fue 5,000 µg/ml 

 

5,000 µg/ml × X µL = 200 µg/ml × 5,000 µL  

X= 200 µL solución de trabajo + 4,800 µL de medio celular 

 

1 µg/mL= 200 µg/ml × X µL = 1 µg/ml × 2,000 µL 

X= 10 µL solución de trabajo + 1,990 µL de medio celular  

50 µg/mL= 200 µg/ml × X µL = 50 µg/ml × 2,000 µL 

X= 500 µL solución de trabajo + 1,500 µL de medio celular  

 

 

Anexo 2. Ejemplo de etiquetado de platos para proliferación celular 

 

1. Plato de proliferación celular 
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2. Plato petri  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 3. Información estadística de proliferación celular 

Tratamiento 
Parámetro 

Pr>F Valor F R-Cuadrado CVᵟ 

Ácido gálico <.0001 7.82 0.76 9.54 

Pirogalol <.0001 38.49 0.94 4.97 

Ácido gálico + 

Pirogalol 
<.0001 12.37 0.83 11.59 

Ácido gálico + S9 <.0001 9.95 0.78 11.65 

Pirogalol + S9 <.0001 11.89 0.81 9.61 

Ácido gálico + 

Pirogalol + S9 
0.0001 5.47 0.66 12.62 

ᵟ CV: Coeficiente de Variación 

 

 

Anexo 4. Cromatografía de muestra de fracción celular de pirogalol + S9  

HepG2  P9  03/23/18  DR 
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Anexo 5. Cromatografía de control + S9 (fracción S9) 
RT: 0.00 - 65.00
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