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Objetivos. Evaluar el efecto del liofilizado de hojas de Mangifera indica L. mango Kent, sobre memoria
espacial y la lipoperoxidaciéon en membranas neuronales de Rattus norvegicus Sprague Dawley
ovariectomizadas. Materiales y métodos. Estudio experimental. Se usaron 24 especimenes hembras de
2 meses de edad, con un peso entre 150-200 g, dieciocho de ellas fueron previamente ovariectomizadas
(OVX); luego fueron distribuidas (n = 6) en grupos blanco, control, problema 1 y problema 2. Al grupo
control se le administrd via oral (VO) NaCl 92/00, a los grupos problema 1y 2 se les administré VO
el liofilizado a una concentracion de 0,05 g/mL en dosis de 0,25 y 0,50 g/kg, respectivamente, la
administracion fue durante un periodo de 8 semanas. La memoria espacial se evalu6 mediante el
laberinto acuatico de Morris y para determinar la lipoperoxidacion en membranas neuronales segun
niveles de malondialdehido (MDA), se utilizé el ensayo de las especies reactivas del 4cido tiobarbiturico
(TBARS) a 532 nm. Resultados. Los niveles de MDA (nmol/mL) en medianas (rango intercuartilar) fueron
en el grupo control: 5,0 (2,8); blanco: 2,2 (1,7); problema 1: 3,6 (0,3); y problema 2: 4,6 (1,1). La memoria
espacial evaluada a través del laberinto acudtico de Morris presentd una mejora significativa (p = 0,04) en
el pardmetro tiempo de latencia de escape para el grupo problema 1 (32,4 + 17,6 s) en comparacion con
el control (75,8 + 18,6 s). Conclusiones. El liofilizado de hojas de Mangifera indica L. mango Kent, a dosis
de 0,25 g/kg mejora la memoria espacial y presenta efecto antioxidante expresado en la disminucién de
los niveles de MDA; aunque no se encontraron diferencias significativas en comparacién con el control.

Palabras clave: Mangifera indica L.; Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico; Memoria Espacial;
Peroxidacion de Lipido; Experimentacion Animal; Antioxidante/farmacologia (Fuente: DeCS)

Effect of lyophilized of leaves of Mangiferaindical.“mango kent”, on
spatialmemoryandlipoperoxidationinneuronal membranes
of Rattus norvegicus Sprague Dawley ovariectomized

Abstract

Objectives. To evaluate the effect of the lyophilized of leaves of Mangifera indica L. mango Kent, on spatial
memory and lipid peroxidation in neuronal membranes of Rattus norvegicus Sprague Dawley ovariectomized.
Material and methods. Experimental research. Twenty-four female specimens of 2 months of age, with a
weight between 150-200 g, were used; eighteen of them were previously ovariectomized (OVX); then they
were distributed (n = 6) in groups non-intervened, control, problem 1 and problem 2. The control group
was administered orally (VO) NaCl 92/oo, the problem groups 1 and 2 were administered VO lyophilized at a
concentration of 0.05 g/mL in doses of 0.25 g/kg and 0.50 g/kg respectively, administration was for a period
of 8 weeks. Spatial memory was evaluated by the Morris Water Maze and to determine the lipoperoxidation
in neuronal membranes according to malondialdehyde levels (MDA), the assay of thiobarbituric acid reactive
species (TBARS) at 532 nm was used. Results. The median (interquartile range) MDA (nmol/mL) values were
on control group: 5.0 (2.8), non-intervened group: 2.2 (1.7), problem 1 group: 3.6 (0.3) and problem 2 group:
4.6 (1.1). The spatial memory evaluated through the Morris Water Maze showed a significantimprovement (p
=0.04) in the Escape Latency Time parameter for the problem group 1 (32.4 + 17.6 s) in comparison with the
control (75.8 * 18.6 s). Conclusions. The lyophilized of leaves of Mangifera indica L. mango Kent, at a dose of
0.25 g/kg improves spatial memory and presents antioxidant effect expressed in the decrease of MDA levels;
instead of that, there were no significant differences between experimental groups and control.

Keywords: Mangifera indica L.; Thiobarbituric Acid Reactive Substances; Spatial Memory; Lipid
Peroxidation; Animal Experimentation; Antioxidants/pharmacology (Source: MeSH)
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Introduccion

El proceso fisiolégico de envejecimiento suele ser un periodo
en el que los seres humanos son mas vulnerables de sufrir
mas enfermedades y discapacidades; sin embargo, este
tiene un efecto diferente en las personas de sexo femenino,
en quienes el proceso de envejecimiento se asocia con un
desbalance hormonal @, El hito mas importante de esta
transicion natural se da con la aparicion de la menopausia,
definida como el Ultimo periodo menstrual que una mujer
tiene, y es diagnosticado después de un periodo de un afio
sin aparicion de menstruacion ?. Este proceso fisioldgico
complejo es causado por la disminucién de la produccion de
17B-estradiol por los ovarios y trae como consecuencia una
serie de cambios fisioldgicos que pueden interferir con la
capacidad para hacer frente a un nuevo estado psicoldgico y
social, ademas de afectar la calidad de vida ®4.

Adicionalmente a su efecto hormonal, los estrégenos
son capaces de eliminar radicales libres gracias al anillo
fendlico que tienen en posicidon A; por lo tanto, pueden
inhibir la generacidn de especies de oxigeno reactivo (ROS)
o neutralizar su exceso ©®. Su deplecion en la menopausia
puede ocasionar un desequilibrio redox, condiciéon en
la que ROS vy los prooxidantes superan la capacidad
antioxidante y producen un dafio celular grave ?. Uno de
los tejidos mds sensibles al estrés oxidativoy a las ROS es el
neuronal, debido a que posee una cantidad considerable de
lipidos insaturados susceptibles a la peroxidacion lipidica
9, La lipoperoxidacidon de las membranas celulares trae
productos quimicos como el malondialdehido (MDA), el
cual altera muchas funciones, entre ellas las relacionadas
con la memoria “*Y, En la menopausia se pierde el efecto
regulador de los estrégenos sobre la peroxidacion lipidica
en las neuronas, lo que explica, en parte, los efectos sobre
la memoria y cognicién que aparecen comunmente en
este periodo 213,

La terapia hormonal sustitutiva (THS) es el tratamiento
de eleccidon para el manejo de los sintomas vasomotores
relacionados con la menopausia *; sin embargo, su uso en
la prevencion de enfermedades crénicas no transmisibles *;
o en la afectacién de la memoria y envejecimiento cognitivo
es alin controversial 18 Adicionalmente, sus humerosos
efectos adversos, asi como contraindicaciones y riesgos, han
hecho que se busquen alternativas terapéuticas que tengan
una mejor seguridad y tolerancia que la THS *9. Una de estas
alternativas son los fitoestrogenos, componentes bioactivos
provenientes de una especie vegetal en particular, con
efectos similares a los estrégenos sintetizados de forma
fisiolégica 224,

Mangifera indica L. (mango) es una de las plantas de uso
comun de las que mas evidencias se tienen sobre sus
propiedades antioxidantes y contenido de fitoestrégenos
in vitro ??); 3 pesar de ello no se han encontrado estudios
que corroboren este efecto en modelos experimentales in
vivo. Por ello, el presente trabajo de investigacion tiene por
objetivo determinar si el liofilizado de hojas de Mangifera
indica L., mango Kent, mejora los pardmetros de memoria
espacial en el laberinto acudtico de Morris y previene la
lipoperoxidacion en membranas neuronales de Rattus
norvegicus Sprague Dawley ovariectomizadas.

Materiales y métodos
Material vegetal

Hojas de Mangifera indica L., mango Kent, recolectadas en
el distrito de Bagua Grande, provincia de Utcubamba, regién
Amazonas; con coordenadas de latitud sur 5° 45’ 26.0”;
longitud oeste 78° 26’ 43.0"y altitud de 450 m s.n.m. La
recoleccion fue en el mes de noviembre de 2017.

Preparacion del extracto liofilizado de hojas de Mangifera
indica L., mango Kent

Se adquirieron 5 kg de hojas de Mangifera indica L., mango
Kent, las cuales fueron llevadas al laboratorio de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de
Trujillo para seleccionar las que se encontraban en mejor
estado. Las hojas fueron lavadas, disecadas vy trituradas,
para luego preparar un extracto hidroalcohdlico al 50%. En
primer lugar, se agregd etanol 50° GL a la muestra, luego esta
mezcla se transfirid a un baldn de 500 mL. Posteriormente,
se adiciond cantidad suficiente de etanol al 50% para
homogeneizar la muestra y los solventes. El balén se llevo a
un sistema de reflujo y dos horas después se filtré en caliente
con ayuda del vacio. Se elaboré un segundo y tercer extracto
con el procesamiento antes mencionado para, finalmente,
juntar todos los extractos y concentrarlos por evaporacion en
bafio Maria. Este extracto concentrado se guardd, fue llevado
a un rotacool y se congeld a -80 °C para, posteriormente, ser
liofilizado. Los liofilizados se conservaron en refrigeracion a
4 °Cen tubos Falcon herméticamente cerrados con parafilm.

Animales de experimentacion

Se utilizaron 24 ejemplares Rattus norvegicus Sprague
Dawley hembras, de 60 dias de nacidas, con un peso entre
150-200 g, procedentes del Bioterio de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia — Lima: su posterior adaptacion

REV PERU MED INTEGRATIVA.2018;3(1):18-25. | 19



se realizé en el Bioterio de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, a una
temperatura de 22-27 °C, con ciclos de luz/oscuridad de 12 h,
alimentacion con maiz y agua ad libitum.

Los animales de experimentacién fueron divididos en
cuatro grupos: blanco (n = 6), conformado por especimenes
no ovariectomizados; control (n = 6), especimenes
ovariectomizados a los que se le administro via oral (VO) NaCl
92/00; y los grupos problema | (n = 6) y problema Il (n = 6),
que fueron ovariectomizados y a los cuales se les administrd
VO el liofilizado a una concentracién de 0,05 g/mL en dosis
de 0,25 y 0,50 g/kg, respectivamente, la administracion fue
durante ocho semanas.

Ovariectomia en animales de experimentacion

Los especimenes fueron anestesiados con ketamina 110 mg/kg
via intraperitoneal; posteriormente, fueron intervenidos
quirdrgicamente (previa limpieza y asepsia) de acuerdo a la
técnica descrita en estudios previos ??): se realizé un corte
en la piel de la parte inferior del abdomen con un bisturi 15;
seguidamente, se procedio a cortar el peritoneo, por debajo
de la primera incisién, para luego ubicar el cuerpo uterino,
las trompas de Falopio y los ovarios. Una vez identificadas
las trompas y los ovarios, se procedio a seccionar y extirpar
cada ovario. Se colocaron los cuernos uterinos en su posicion
inicial y se procedi6 al cierre de la cavidad abdominal en
dos planos: peritoneo y piel, mediante sutura discontinua
(puntos independientes) con catgut cromico 4-0; una vez
realizado el cierre de la herida, se lavd con solucion de
yodopovidona y se colocé sobre ella violeta de genciana. La
herida se observd diariamente para confirmar la ausencia
de complicaciones hasta su cicatrizacién en forma similar a
estudios anteriores 527,

Determinacion de la lipoperoxidacion de membranas
neuronales segtin niveles de malondialdehido en cerebro
de Rattus norvegicus Sprague Dawley ovariectomizadas

Se sacrificd a los especimenes mediante traumatismo en las
vértebras cervicales para la extraccion del cerebro ?®. El tejido
obtenido se mantuvo a 4 °Cy se homogeneizoé con ayuda de
un mortero y pilén en tampon fosfato de potasio helado
20 mM de pH 7,4. Posteriormente, se centrifugd a 1700 g
durante 10 min a 4 °C, se recogio el sobrenadante y se incubd
en bafio Maria a 37 °Cy en oscuridad por 60 min; finalmente,
se adiciond 0,02 mL de acido tricloroacético (ATC) al 10% (p/v)
y se centrifugd a 960 g durante 10 min a 4 °C 9,

Se tomé para cada tubo de ensayo 1 mL del homogenizado
anterior, mas 2,0 mL de 4cido tiobarbiturico (ATB) al 0,67%,
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luego se colocd en bafio Maria entre 95 a 100 °C durante 60
min y posteriormente fueron enfriados en hielo por 15 min.
Luego, se realizd una extraccion en frio de los aductos con una
mezcla de 2,5 mL de n-butanol-piridina (15:1 v/v), con el fin
de separar la fase organica, y 0,5 mL de agua destilada. Los
sobrenadantes de cada uno de los tubos de ensayo fueron
centrifugados a 960 g durante 10 min a 4 °C, se extrajo el
sobrenadante y se llevé a leer a 532 nm; Para la preparacién
de los blancos se usé un volumen a partes iguales de ATC
+ ATB ),

Determinacion de la capacidad de memoria segun el
laberinto acudatico de Morris *-3%

El sistema de trabajo re realizd en cinco dias, cuatro para la
fase de adquisicion y uno para la prueba de retencién. En la
fase de adquisicion se usd una piscina con dos claves visuales
(sol y luna) y una plataforma, en donde se introdujo a un
sujeto de experimentacion y se le dejo nadar libremente por
120s. Si durante ese tiempo, el sujeto de estudio no encontré
la plataforma, se le colocé en la plataforma por 15 s, se le
retird y secé con una toalla, finalmente se le dejé descansar
por cinco minutos. Después de ello, se repetia la prueba
hasta por dos veces. Se registro el tiempo que el espécimen
tardd en encontrar la plataforma sumergida (tiempo de
latencia de escape), considerdndose como cero segundos
los ensayos restantes si el espécimen lograba alcanzar la
plataforma antes de 120 s en alguno de los ensayos.

El ultimo dia (fase de retencion), se tuvo la misma piscina,
pero sin la plataforma sumergida. Se dejé nadar al
espécimen durante 60 s en un Unico ensayo, y se registrd
el tiempo que permanecio en el cuadrante noreste donde
estuvo la plataforma en las pruebas anteriores (tiempo
de permanencia) y el niumero de veces que cruzd por el
mencionado lugar (nimero de cruzamientos).

Analisis estadistico

Se usoO el paquete estadistico SPSS ver. 23.0 (Statistical
Package for the Social Sciences) para procesar los datos. Se
realizd la prueba de Kruskal-Wallis (con pruebas post hoc)
para determinar si existia diferencia significativa en las
concentraciones de malondialdehido (MDA) encontradas
en las membranas neuronales, asi como el tiempo de
latencia de escape, tiempo de permanencia y nimero de
cruzamientos evaluados en el test del laberinto acuético
de Morris; se utilizd la prueba de ANOVA de medidas
repetidas con comparaciones intragrupos e intergrupos.
Se analizaron los datos considerandose diferencias
significativas con un p < 0,05.
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Consideraciones éticas

Todos los procesos se hicieron para evitar el menor dafio
posible del animal siguiendo los datos de la American
Veterinary Medical Association (AVMA) donde se especifica
que los animales de laboratorio deben de ser tratados
adecuadamente dado que gracias a ellos se realiza una
investigacion con propésito cientifico 2.

Resultados

Con respecto a la evaluacion de la memoria espacial,
durante la fase de adquisicion los tiempos de latencia de
escape (TLE), oscilaron entre 32,4y 75,8 s, en promedio. Se
encontraron diferencias significativas entre los valores de
tiempo de latencia de escape al dia 1, 2, 3y 4 (p < 0,001);
asimismo, se encontrd relacion entre estas diferencias vy el
grupo de estudio (p = 0,04) (Figura 1).

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de
estudio y los parametros tiempo de permanencia (p = 0,250) y
numero de cruzamientos (p = 0,131) (Figura 2).

Las evaluaciones en las concentraciones de MDA por cada
grupo de investigacion mostraron que el grupo control que
recibié ovariectomia sin tratamiento fitoterapéutico tuvo
una mediana de 5,0 (2,7) nmol/mL, seguida por un valor
de 4,6 (1,1) nmol/mL del grupo que recibié el liofilizado
de Mangifera indica L. 0,50 g/kg y por una mediana de 3,7
(0,3) nmol/mL por parte del grupo que recibié el extracto
de Mangifera indica L 0,25 g/kg. Se encontrd una diferencia
significativa entre los rangos de valores de MDA por grupo de
estudio (p=0,004). Adicionalmente, se encontraron diferencias
ante la comparacion entre el grupo blanco y problema 2 (p =
0,017); y el grupo control (p = 0,006) (Figura 3).
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Figura 1. Efecto del liofilizado de hojas de Mangifera indica L.,
mango Kent, sobre el tiempo de latencia de escape promedio de
Rattus norvegicus Sprague Dawley en los dias 1-4 de la prueba
del laberinto acuatico de Morris.
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Figura 2. Efecto del liofilizado de hojas de Mangifera indica L.,
mango Kent, sobre el tiempo de permanencia (TP) y el nimero
de cruzamientos (NC) en Rattus norvergicus Sprague Dawley en
el dia 5 de la prueba de laberinto acuatico de Morris.

Discusion

Este estudio encontrd diferencias significativas en los niveles
de MDA (nmol/mL) en homogeneizado de membranas
neuronales en la comparacién entre el grupo blanco y el
grupo control o el grupo que recibié extracto liofilizado
de Mangifera indica L. a una dosis de 0,50 g/kg. Se tiene
evidencia que la ovariectomia es capaz de disminuir los
niveles de las enzimas antioxidantes, superdxido dismutasa
(SOD) y glutatién peroxidasa (GPx), las cuales forman parte
de la defensa mitocondrial, asi como también de la catalasa
(CAT) que es parte de la defensa microsomal 2. Por otro
lado, es bien sabido que en ratas OVX la expresion de NOX4
(subtipo de NADPH oxidasa) aumenta, enzima que estd
involucrada predominantemente en la regeneracién ROS
entre la familia de NOX en el cerebro 3

La ovariectomia, ademas, induce la descompensacién del
equilibrio Bcl-2/Bax disminuyendo la expresion de la primera
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Figura 3. Efecto del liofilizado de hojas de Mangifera indica L., en
los niveles de malondialdehido (MDA) promedio en membranas
neuronales de Rattus norvegicus Sprague Dawley.

de las proteinas, e incrementando la segunda, de tal manera
que se produce una pérdida de viabilidad celular. Ademas,
que reduce la expresion de moléculas del hipocampo
que estan implicadas en plasticidad sinaptica como son la
sinaptofisina y la forma fosforilada de CREB 43¢,

El extracto liofilizado de hojas Mangifera indica L. puede
deber su efecto antioxidante a la presencia de componentes
reportados en otros estudios ©7*® como catequinas, acido
galico, 4cido mangiferdnico y mangiferina, esta Ultima con
estructura polifendlica es una C-glucdsido xantona [2-C-3-D-
gluco-piranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixantona; C . H O] a la
cual se le atribuye diversas propiedades bioldgicas, dentro de
ellas la capacidad de inhibir la peroxidacion de fosfolipidos.
Estudios confirman que el liofilizado de hojas de Mangifera
indica L. posee una poderosa actividad de barrido de
radicales HOe y actia como un quelante del hierro, ademas
que muestra un efecto inhibidor sobre la peroxidacion de
fosfolipidos cerebrales de rata 94,

Por otro lado, también se sabe que la mangiferina es capaz
de inhibir la activacion del inflamasoma tipo 3, que contiene
dominio de pirina (NLRP3) el cual genera ROS y participa
en la neurotoxicidad/neurodegeneracion mediante la via
de sefializacién que involucra a la proteina que interactta
con la tiorredoxina (TXNIP) “Y, Adicionalmente, se tiene
registro que, en células corticales, la mangiferina ademas
de influir en las proteinas mitocondriales y apoptéticas, ya
que regula negativamente (down - regulation) la activacion
del inflamasoma NLRP3 y NF-kB, asi como la produccién de
citocinas inflamatorias, es capaz de regular positivamente
(up-regulation) la expresiéon de Nrf2 y HO-1 “?, El primero
es un factor citoprotector que regula la expresion de genes
que codifican proteinas antioxidantes, antiinflamatorias
y desintoxicantes, y la segunda esta involucrada en la
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proteccion contra la lesion oxidativa, la regulacion de la
apoptosis, la modulacién de la inflamacion y la contribucion
a la angiogénesis ),

El tiempo de latencia de escape (TLE) en los cuatro primeros
dias del Laberinto acudtico de Morris, presenté diferencias
estadisticamente significativas tanto a través del tiempo de
observacién como en la comparacién entre el grupo control
y el grupo problema 1. Si bien todos los grupos tuvieron una
tendencia inicial decreciente en el TLE en los cuatro dias
de estudio, el grupo que recibio el liofilizado de Mangifera
indica L. en la dosis de 0,25 g/kg, no sostuvo esta tendencia
desde la mitad de la intervencién. Dos estudios previos en
modelos experimentales, que usaron extractos etandlicos
del fruto de Mangifera indica L., encontraron mejora en los
TLE y tiempos de permanencia (TP) después de tratamientos
de 7 dias “'y 3 semanas “, a diferencia de nuestro estudio
que solo encontré mejorias en el TLE, mas no en el TP o NC.

Asimismo, un estudio previo “® con técnicas de extraccion
especializadas de mangiferina, en una intervencién de
22 semanas, presentd resultados acordes a los estudios
previos, con mejorias en todos los parametros de la prueba
de Morris en modelos experimentales de Alzheimer. Queda
claro que los componentes de los extractos derivados de
Mangifera indica L. tienen propiedades antioxidantes y que
mejoran la cognicion en modelos experimentales, incluso
ya se ha estudiado la posibilidad de que la mangiferina
aumente los niveles del factor neurotréfico derivado del
cerebro del hipocampo (BDNF) “, el cual es uno de los
factores citoesqueléticos implicados en la regeneracién
axonal, sinaptogénesis, y la regulacién de la potenciacién
a largo plazo del hipocampo, sobre todo si se une a un
receptor de quinasa relacionado con tropomiosina (Trk) lo
que promueve la eficacia sinaptica >,

Si bien el disefio de este estudio no permite establecer una
relacién entre la accidn antioxidante contra la peroxidacion
lipidica de membranas neuronales y mejora de la cognicion
en este modelo experimental, el conocimiento obtenido
por experiencias previas hace pensar que esta asociacion
es, por lo menos, razonable. Sin embargo, al no encontrarse
estudios previos en hojas de Mangifera indica L., futuras
investigaciones deberan ahondar si esta relacion es
aplicable a los productos derivados de esta parte de la
planta estudiada.

En conclusion, el extracto liofilizado de hojas de Mangifera
indica L., mango Kent, mostré actividad antioxidante, en los
niveles de MDA, aunque no estadisticamente significativa en
comparacion al grupo control. En contraste, los grupos que
recibieron el liofilizado mostraron mejoria en la memoria
espacial (tiempo de latencia de escape) en comparacion al
control.
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