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Resumen

Diversos estudios han demostrado que Mangifera
indica L. presentan  diversas  propiedades
farmacoldgicas. El empleo de extractos de hojas y tallo
se ha reportado por poseer efectos antioxidantes, anti-
inflamatorios, analgésicos, inmunomoduladores, anti-
mutagénicos, hipolipemiante y efectos
hipoglucemiantes. En este trabajo se evalué la actividad
hipolipemiante e hipocolesterolémica del extracto
etanolico de hoja de Mangifera indica L. en un modelo
de rata ovariectomizada. Para determinar el parametro
de colesterol total, se utilizd el Kit-SPINREACT
(Colesterol-LQ). Para determinar los niveles de
glucosa se utiliz6 el método de la glucosa oxidasa
empleando un equipo Accutrend® de Roche. Ademas,
se determind su actividad antioxidante mediante
método DPPH. Nuestros resultados mostraron que la
deplecion  estrogénica  mediante  ovariectomia,
incrementa los niveles de glucosa y colesterol total en
ratas adultas jévenes. Por otro lado, se demostré que la
administracion crénica del extracto de Mangifera indica
L. a una concentracién de 15 mg/mL via oral,
disminuye significativamente los niveles alterados de
glucosa y colesterol en este modelo animal de
menopausia inducida.

Antioxidante, Mangifera indica L, Diabetes,
Dislipidemia, Menopausia.

Abstract

Several studies have shown that Mangifera indica L.
have several pharmacological properties. The use of
extracts of leaves and stem has been reported to possess
antioxidant, anti-inflammatory, analgesic,
immunomodulatory, anti-mutagenic, lipid-lowering
and hypoglycemic effects. This study evaluated the
hypolipidemic and hypocholesterolemic activity of leaf
extract of Mangifera indica L. in an ovariectomized rat
model. To determine the total cholesterol parameter,
Kit-SPINREACT (Cholesterol-LQ) was used. To
determine glucose levels, the glucose oxidase method
was used using an Accutrend® equipment from Roche.
In addition, its antioxidant activity was determined by
DPPH method. Our results showed that estrogenic
depletion by ovariectomy increases glucose and total
cholesterol levels in young adult rats. On the other
hand, it was shown that the chronic administration of
Mangifera indica L. extract at a concentration of 15
mg/mL orally significantly decreases the altered levels
of glucose and cholesterol in this animal model of
induced menopause.

Antioxidant, Mangifera indica L, Diabetes,
Dyslipidemia, Menopause
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad
metabdlica caracterizada por defectos en la
secrecion y la accion de la insulina, lo cual
induce a hiperglucemia (Sacks et al., 2011).
Afecta actualmente a méas de 387 millones de
personas en todo el mundo. En el afio 2035
potencialmente afectara a mas de 592 millones
de personas (Shaw et al., 2010). De acuerdo a la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2016,
existian 6.4 millones de mexicanos con DM,
siendo las mujeres las mas afectadas (2.84
millones de hombres vs 3.56 millones de
mujeres) (ENSANUT 2016).

La hiperlipidemia se define como los
niveles de lipidos elevados en la sangre,
incluyendo el colesterol, ésteres de colesterol,
fosfolipidos y triglicéridos. El colesterol es una
sustancia cerosa suave que se produce en el
cuerpo o se obtiene de la dieta y es esencial para
la produccion de vitamina D, sales biliares y
hormonas. Sin embargo, el incremento de los
niveles colesterol por encima de lo normal 200
mg/dL (NOM-037-SSA2-2002), conduce a un
aumento  para desarrollar  enfermedades
cardiovasculares, incluyendo aterosclerosis,
enfermedad cardiaca, trombosis, hipertension,
infarto de miocardio y accidente cerebrovascular
(Erling et al., 1995).

Las mujeres posmenopausicas tienen un
riesgo mayor que las mujeres premenopausicas
de la misma edad, esto para una serie de
condiciones de salud tales como: la
hiperlipidemia, enfermedad cardiovascular, la
arteriosclerosis y la diabetes, lo que sugiere que
la menopausia en si, es un factor de riesgo.
(Jarvis et al., 2013; Stubbins et al., 2012; Sites et
al., 2002; Kamada et al., 2013). Estas
condiciones se regulan positivamente mediante
la terapia hormonal (Amina et al., 2013;
Masahiro 2004).
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El uso de hipoglucemiantes orales para
tratar la DM (acarbosa, metformina, sulfonilurea
y meglitinidas) es considerado la primera linea
de tratamiento antidiabético; sin embargo,
periédicamente se discute su inocuidad y
eficacia para evitar el principal problema
adverso que consiste en el dafio cardiovascular
que se presenta a largo plazo y que constituye,
en general, la causa de muerte del diabético
(Sheehan 2003 ; Bastaki 2005 ; Bolen et
al., 2007). Los agentes reductores de lipidos, que
incluyen estatinas y fibratos, reducen los niveles
sanguineos de grasas como el colesterol y los
triglicéridos, se han convertido en los farmacos
prescritos mas comunes y eficaces para el
tratamiento de la aterosclerosis. Sin embargo, El
efecto secundario clinicamente adverso de
miotoxicidad se ha asociado con el uso de
farmacos hipolipemiantes, y esta condicion
puede conducir eventualmente a insuficiencia
renal y la muerte en los peores casos (Baer y
Wortmann 2007).

Por lo tanto, existe una creciente demanda
por parte de pacientes: diabéticos, con altos
niveles de colesterol o pacientes que presentan
simultaneamente estas condiciones, por el uso de
productos naturales para el manejo de estas
complicaciones (Visnagri et al., 2014).
Generalmente, los productos vegetales se
consideran menos tdxicos con menos efectos
secundarios que los compuestos sintéticos
(WHO 2002).

Se ha reportado que en México existen
méas de cien especies de plantas medicinales
cuyos efectos hipoglucemiantes e
hipolipemiantes han sido probados
cientificamente (Masahiro 2004). El arbol de
mango (Mangifera indica L.) perteneciente a la
familia Anacardiacea es una fuente rica de
diversos compuestos polifendlicos,
especialmente manguiferina, que es el principal
componente que se puede detectar en todas las
partes del mango: raices, tallos, corteza, flores y
frutos (Prakash et al., 2005).
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Este compuesto es un derivado de
xantonas considerado un super antioxidante. El
empleo de extractos de hojas y tallo se ha
reportado por poseer efectos antioxidantes, anti-
inflamatorios, analgésicos,Inmunomoduladores,
anti-mutagénicos, hipolipemiantes y efectos
hipoglucemiantes (Telang et al., 2013; Sekar
2015). De acuerdo a la informacion expuesta, es
evidente la necesidad de desarrollar un método
seguro y eficaz para tratar o prevenir laDM y la
disrupcion de los niveles de colesterol asociados
a la menopausia.

El proposito de este estudio fue determinar
los efectos fitoterapéutico del extracto etandlico
de hojas de mango, sobre los niveles de glucosa
y colesterol total en un modelo de rata
ovariectomizada, el cual nos permitird, imitar los
cambios asociados a estos parametros
fisiolégicos que habitualmente se encuentran
desregulados en las mujeres menopausicas.

Materiales y métodos

Preparacion del extracto etanolico de
Mangifera indica L

Se recolecto la hoja de mango en abril de 2017,
en los campos de la Universidad Tecnologica del
Centro de Veracruz ubicada en Cuitldhuac
Veracruz Meéxico. Se seleccionaron hojas
completas y libres de plaga, se lavaron con
abundante agua de grifo y se enjuagaron con
agua destilada. Las hojas fueron secadas bajo
sombra y posteriormente se metieron a
deshidratacion durante 24 hrs. a 40 °C en un
horno ahumador (Weston 41-0701-W). Una vez
totalmente seca las hojas, se trituraron en una
licuadora doméstica (Deligther Oster BLSTDG-
R00). Posteriormente, 200 g del material
triturado y fue sometido a extraccién continua
con etanol al 95 % mediante el método Soxhlet.
Los extractos liquidos se concentran a sequedad,
a presion y temperatura reducida mediante un
rotovapor (Buchi R-220 SE).
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A partir de los extractos secos, se
prepararon las dosis necesarias a una
concentracion de 15 mg/mL, la dosis media mas
efectiva segun la literatura (Guo et al., 2011; Niu
etal., 2012; Hou et al., 2012).

Animales de experimentacion

Se utilizaron 30 ratas Wistar hembras, de 200 a
250 gramos de peso, las que fueron separadas en
3 grupos n= 10. Fueron alimentados con
nutricubo (Purina) y agua a libre demanda,
permanecieron a una temperatura de 20 °© C
aprox. y fueron mantenidas en un ciclo de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Los grupos de animales distribuyeron de la
siguiente manera:

1. Grupo 1. Animales control con
ovariectomia simulada.

2. Grupo 2. Animales ovariectomizados.

3. Grupo 3. Animales ovariectomizados con
15 mg/dL de extracto etanolico de
Mangifera indica L.

Se realizaron subgrupos de 15 ratas para
los ensayos de glucosa y 15 ratas para los
ensayos de colesterol. Los parametros
bioquimicos fueron analizados una hora después
de la ultima administracion en los tiempos: 0, 15,
30, 45y 60 dias.

Todos los procedimientos se realizaron de
conformidad con la Guia para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio aprobado por los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados
Unidos y por la Norma Oficial Mexicana (NOM-
062-Z00-1999). A menos que se indique lo
contrario, los reactivos fueron proporcionados
por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
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Se practico diez dias antes de empezar con los
tratamientos. Se realizO bajo anestesia general
con pentobarbital (0.1mL/100 g de peso
corporal, viaip) y através de una incision ventral
izquierda a lo largo de la linea alba, se retiraran
los ovarios y se realiz6 una sutura en los cuernos
uterinos a fin de evitar el sangrado excesivo,
utilizando una solucion yodada para la
desinfeccion. Posteriormente se saturé el
musculo y la piel independientemente (Fang et
al., 2015)

Determinacion de los niveles de glucosa

Se utilizé el método glucosa oxidasa para la
medicién de los niveles de glucosa previo ayuno
de 8 hrs. Las muestras sanguineas fueron
colectadas del apice de la cola del animal,
desechando la primera gota y recibiendo la
siguiente sobre la tira reactiva insertada en un
glucémetro digital Accutrend® de Roche
siguiendo las instrucciones respectivas.

Determinacion de los niveles de colesterol
total

Al finalizar el dltimo dia de exposicion del
extracto a Mangifera indica L., las ratas fueron
inducidas a un ayuno de 8 hrs. Se procedié a
anestesiarlas  con  pentobarbital ~ sddico
(0.1mL/100 g de peso corporal, via ip). Ya
teniendo el campo operatorio listo y la rata bajo
anestesia, se localiz6 la parte inferior de la vena
cava, de la cual se extrajo la sangre, mediante
una jeringa de 5mL. Se centrifugd la muestra a
2500 rpm durante 15 minutos y se separ¢ el
suero. Al concluir el procedimiento antes
descrito, se realizo el analisis colorimétrico de
las muestras para asi obtener, las lecturas de los
parametros de colesterol total utilizando el Kit-
SPINREACT (Colesterol-LQ).
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Los datos se presentan como la media £ error
estandar de la media (eem). La muestra consta
de cinco ratas para cada grupo (n=5). La
significancia estadistica entre los grupos
experimentales se determind por la prueba
paramétrica de Andlisis de Varianza (ANOVA)
unifactorial. La post-test Tuckey fue utilizada
para realizar las comparaciones mdltiples. El
valor de p<0.05 se consider6 como
estadisticamente significativo.

Resultados

En el grafico 1, se puede comparar los niveles de
glucosa tomadas a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias,
correspondientes a grupos de animales con
operacion simulada (barras negras) vs animales
ovariectomizados (barras grises) en la cual se
puede  observar, que los  animales
ovariectomizados incrementaron
paulatinamente los niveles de glucosa cuando se
comparan contra su control: 30 dias (80.23 vs
93.25 mg/dL ), 45 dias (80.23 vs 102.75 mg/dL)
y 60 dias (80.23 vs 108 mg/dL) donde se aprecia
una diferencia significativa.

Sin embargo, los niveles de glucosa estan
dentro del rango normal (80-100mg/dL), de
acuerdo a lo establecidos por la NOM- 015-
SSA2-2010. Cuando se comparan los grupos
entre sus respectivos controles de tiempo a: 30
dias (80.5 vs 93.25 mg/dL), 45 dias (83.75 vs
102.75 mg/dL) y 60 dias (87.25 vs 108 mg/dL)
también existen diferencias estadisticamente
significativas.
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Grafico 1 Comparacién de los niveles de glucosa de los
grupos de Animales con Operacion Simulada (AOS) vs el
grupo de Animales Ovariectomizados (AO). Las barras
representan la media +/- eem. n=5., *, 5 p <0.05, **p
<0.01, *** 588 p <0.001

En el grafico 2, se puede comparar los
niveles de glucosa tomadas a los 0, 15, 30, 45 y
60 dias, correspondientes a grupos de animales
ovariectomizados (AO, barras negras) Vs
animales ovariectomizados y tratados con 15
mg/mL de extracto de Mangifera indica L
(MFA, barras grises) se puede observar que
disminuyen los niveles de glucosa cuando se
comparan los grupos entre sus respectivos
controles de tiempo a: 30 dias (93.25 vs 82 mg/
dL), 45 dias (102.75 vs 78.5 mg/ dL) y 60 dias
(108.75 vs 77.5 mg/ dL).
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Grafico 2 Comparacidén de los niveles de glucosa de los
grupos de Animales ovariectomizados (AO) vs Animales
ovariectomizados y tratados con 15 mg/mL de extracto de
Mangifera indica L (MFA). Las barras representan la
media +/- eem. n=5., *p < 0.05, ***p < 0.001
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En el grafico 3, se puede comparar los
niveles de colesterol total medidos a los 0, 15,
30, 45 y 60 dias, correspondientes a grupos de
animales con operacion simulada (aos, barras
negras) vs animales ovariectomizados (ao,
barras grises) en la cual se puede observar que el
grupo de animales ovariectomizados después de
60 dias, fue el Unico que incremento
significativamente sus niveles de colesterol
(62.66 vs 83.33 mg/dL), esto cuando se compara
contra su control en cero dias. Cuando se
comparan los grupos entre sus respectivos
controles de tiempo a 45 dias (59.6 vs 78 mg/dL)
y 60 dias (60 vs 83.33 mg/dL) también existen
diferencias estadisticamente significativas.

5 58
R

>k ,

colesterol total mg/dL

Grafico 3 Comparacion de los niveles de colesterol total
de los grupos de Animales con operacion simulada (aos)
vs el grupo de animales ovariectomizados (ao). Las barras
representan la media +/- eem. n=5., 8 p <0.05, ¥**, 6 6 p <
0.01.

Enel grafico 4, se puede comparar los
niveles de glucosa tomadas a los 0, 15, 30, 45 y
60 dias, correspondientes a grupos de animales
ovariectomizados (ao, barras negras) Vs
animales ovariectomizados y tratados con 15
mg/mL de extracto de Mangifera indica L
(MFA, barras grises) se puede observar que
unicamente existieron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo ao
60 dias vs MFA 60 dias (83.33 vs 62.66 mg/dL,
respectivamente).
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colesterol total mg/dL

Grafico 4 Comparacion de los niveles de colesterol de los
grupos de animales ovariectomizados (ao) vs Animales
ovariectomizados y tratados con 15 mg/mL de extracto de
Mangifera indica L (MFA). Las barras representan la
media +/- eem. n=5., *p < 0.05

Determinacion de la captacion de radicales
libres

El ensayo se basa en la reduccion del radical
libre  estable  1,1-difenil-2-picril-hidracilo
(DPPH) por los antioxidantes que se encuentren
en la solucion a evaluar. Se utilizaron extractos
acuosos y etanolicos de Manguifera indica L, los
cuales fueron concentrados a sequedad por
liofilizacion (TELSTAR, LIOALFA-6) y
reconstituidos en etanol absoluto, manteniendo
la proporcién de 1 mL por cada gramo de
muestra seca. Se realiz6 una disoluciéon a 0.5
g/mL tanto para el extracto acuoso como para el
extracto etandlico de Mangifera indica L.

La actividad captadora del radical libre
DPPH- fue evaluada de acuerdo al método de
Molyneux., (1995), con las modificaciones
propuestas por Reyes et al., (2009), en términos
generales, a 500 pl de una solucién etandlica de
DPPH’ 0.2 mM (Sigma, ref. D9132), se le
agreg6 un mililitro de la solucion diluida de los
extractos acuosos y etandlicos de Manguifera
indica L y se agit6 vigorosamente. La mezcla fue
incubada en la oscuridad a temperatura ambiente
durante 40 minutos. Finalmente se midio la
absorbancia a 517 nm usando el blanco
apropiado para cada muestra.
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Como compuesto de referencia se utilizo
el antioxidante sintético Trolox (Aldrich U.S.
0,1 g disuelto en 10 mL de etanol), un analogo
de la vitamina E, utilizado como herramienta
desde hace décadas para investigar la capacidad
antioxidante y el flujo de radicales libres en
infinidad de compuestos (Re et al., 1974).

La capacidad atrapadora de radicales libre
se calculd utilizando la siguiente formula:

% CRL = [1— (Abs M/ Abs B)] x 100. (1)

Donde:

% CRL = % Captacién de Radical Libre
Abs Muestra = Absorbancia de la Muestra
Abs Blanco = Absorbancia del Blanco

En el grafico 5 se puede observar las
comparaciones del porcentaje de captura de
radicales libres del extracto acuoso y etandlico
de Mangifera indica L. comparado contra
Trolox, obsérvese que la barra perteneciente a el
extracto  etandlico no es  diferente
estadisticamente hablando, cuando se compara
contra Trolox (87.1 vs 9433 % CRL
respectivamente).
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Concentracién 0.5 g/mL.

Grafico 5 Porcentaje de captura de radicales libres del
extracto acuoso y etanolico de Mangifera indica L. con
respecto a Trolox. Las barras representan la media +/-
eem. n=5., * p < 0.05, ns= no significativo
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Discusioén Nuestros resultados concuerdan con las

Diversos estudios han reportado que las mujeres
después de la menopausia tienen un mayor
riesgo de diabetes en comparacion con los
hombres en el mismo grupo de edad (Yang et al.,
2010), lo que sugiere que los cambios
hormonales que caracterizan la menopausia
podria estar asociado con el riesgo de padecer
diabetes en las mujeres después de la
menopausia (Szmuilowicz et al., 2009).

Un estudio transversal de mujeres italianas
mostré una asociacion positiva entre la
menopausia espontanea (ovariectomia) y la
diabetes independientemente de la edad y los
factores demogréaficos (Di et al., 2005). Se sabe
que los lipidos cambian en asociacion con la
edad y la transicion menopausica (Bakx et al.,
2000; de Aloysio et al., 1999; Matthews et al.,
2009). Durante la transicion, aumenta los niveles
de colesterol de lipoproteinas de baja densidad
(LDL-C), mientras gque los niveles de colesterol
de alta densidad (HDL-C) tienden a permanecer
estables 0 aumentar ligeramente (Do et al., 2000;
Berg et al., 2004; Kim et al., 2000; Derby et al.,
2009). Estudios observacionales indican que los
aumentos en LDL con la menopausia fueron
invertidos por la terapia hormonal (Matthews et
al., 1989)

El aumento en los niveles de colesterol
total es una caracteristica bioquimica comdn de
la DM2 debido principalmente a la resistencia a
la insulina ya la deficiencia de insulina (Chahil
y Ginsberg 2006 ), y es uno de los principales
factores de riesgo de enfermedad cardiovascular
en el DM (Chehade et al., 2013 ). Las
anormalidades en el metabolismo de los lipidos
resultantes del aumento de la liberacion de
acidos grasos libres de las células grasas
resistentes a la insulina, conducen a alteraciones
en el perfil lipidico plasmatico en la diabetes
(Chehade et al., 2013).
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observaciones antes expuestas, se presentaron
alteraciones en los niveles de glucosa y
colesterol total en nuestro modelo animal
inducido a la menopausia, tras ovariectomia
bilateral.

La Mangiferina, 1,3,6,7-
tetrahidroxixantona-C2-p-D-glucosido, es un
polifenol natural presente en hojas, tallos,
corteza hueso y fruto de Mangifera indica L.
(arbol de mango) (Matkowski et al., 2013). Se ha
demostrado que la mangiferina tiene muchas
actividades bioldgicas beneficiosas, incluyendo
efectos antiinflamatorios, antioxidantes vy
antidiabéticos (Gong X et al., 2013; Prabhu et
al.,, 2013; Sellamuthu et al 2014). Ademas,
recientes estudios en animales han demostrado
que la mangiferina puede disminuir los niveles
de TG y colesterol total (TC) en ratas
diabéticas (Rodriguez et al., 2006; Miura et al;
2001). Otro estudio, demostrd que un extracto de
metanol de hoja de Mangifera indica L. reduce
significativamente los niveles de colesterol
(Bailey et al., 1995).

Nuestros resultados van de la mano ante lo
ya expuesto, la administracion cronica del
extracto de Mangifera indica L. 15 mg/ dL,
redujo significativamente los niveles de glucosa
y de colesterol total en animales
ovariectomizados. La busqueda de la literatura
cientifica ha indicado que los componentes
naturales que bajan los niveles colesterol no se
han identificado concretamente. Sin embargo,
se sabe que los polifenoles como el &cido galico,
la catequina y la epicatequina de la semilla de
uva, exhiben actividades hipoglucémicas e
hipolipemiantes  (Shah et al., 2010;
Muruganandan et al., 2005; Miura et al., 2001;
Muruganandan et al., 2002).
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Los polifenoles presentan  efectos
antidiabético a través de mecanismos tales como
la reduccion en la absorcion intestinal de
carbohidratos dietéticos, mejora de la funcion de
la célula g y de la accion de la insulina, estimula
la secrecion de insulina y poseen propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias (Cabrera et
al., 2006 ; Iwai et al., 2006).

Varios informes experimentales y clinicos
sugieren que el estrés oxidativo juega un papel
importante tanto en la diabetes como en la
hipercolesterolemia (Baynes et al., 1999; Chen
et al., 2005; Csonka et al., 2016). La alteracién
de estos dos parametros bioquimicos, no solo
generan radicales libres excesivos (ROS), sino
que también atentian las maquinas antioxidantes
a través de la glicacion de las enzimas
antioxidantes (Bonnefont et al., 2004)

Un ndmero de estudios recientes
demostraron que la suplementacion de
antioxidantes puede atenuar las principales
complicaciones producidas por la diabetes:
enfermedades cardiacas, nefropatias, neuropatia,
enfermedades de la piel entre otras (Kim et al.,
2016; Munir et al., 2013; Hanhineva et al., 2010)
y por la hipercolesterolemia: infarto de
miocardio, enfermedad arterial y accidentes
cerebrovasculares principalmente (Brader et al.,
2013; An et al., 2014; Khurana et al., 2013).

La accién anti-radical de manguiferina se
basa en su capacidad para neutralizar
directamente ROS, tales como radicales
hidroxilo (Lei et al., 2012), los aniones
superéxido, perdxido de hidrégeno
(Kawpoomhae et al., 2010; Gold et al., 2016;
Matkowski et al., 2013). Nuestros experimentos
demostraron que el extracto etandlico de
Mangifera indica L. posee un efecto anti-
radicalario analogo a un antioxidante sintético.
Por lo tanto, Mangifera indica L. es una
alternativa natural y que posee potenciales
aplicaciones clinicas.
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Conclusion

En el presente estudio, hemos demostrado que el
extracto etandlico de Mangifera indica L. fue
mas eficiente en la captura de radicales libres
cuando se compara con el extracto acuoso a la
misma concentracion. También que posee un
efecto antioxidante similar al compuesto
“Trolox” un antioxidante sintético. Por otro
lado, la administracion cronica del extracto
etanolico de Mangifera indica L. disminuye
positivamente los niveles de glucosa y colesterol
total en el modelo animal aqui empleado. Sin
embargo, se necesitan mas investigaciones para
dilucidar el mecanismo exacto y las dosis
adecuadas para extrapolar clinicamente, los
efectos moduladores que posee Mangifera indica
L. sobre los niveles de glucosa y colesterol total.
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