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HPLC-ESI-QTOF-MS/MS based phytochemical characterization: estrogenic and antioxidant effect
of Mangifera indica L. cv. Kent on vaginal and bone tissue of ovariectomized rats
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Abstract: The phytochemical characterization of the hydroalcoholic extract of Mangifera indica leaves L. cv. Kent (MS2) was determined
by HPLC-ESI-QTOF-MS/MS. Eight metabolites were identified, these include: benzophenone derivatives and xanthones. Using
ovariectomized rats (OVX), our findings suggest that EM2 exhibited an estrogenic effect by increasing the number of cornified cells in
vaginal tissue. Furthermore, EM2 demonstrated a high antioxidant effect by reducing malondialdehyde (MDA) levels in OV X rat bone. We
conclude that the polyphenolic compounds present in EM2 could increase the number of cornified cells and act as exogenous antioxidant
agents against oxidative damage in OV X rats.

Keywords: Mangifera indica L; Benzophenone derivatives; Lipid peroxidation; Ovariectomy; Antioxidants

Resumen: La caracterizacion fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de hojas de Mangifera indica L. cv. Kent (EM2) se determind
mediante HPLC-ESI-QTOF-MS/MS. Se identificaron ocho metabolitos, estos incluyen: derivados de benzofenona y xantonas. Usando ratas
ovariectomizadas (OVX), nuestros hallazgos sugieren que EM2 exhibi6 un efecto estrogénico al aumentar el niamero de células cornificadas
en el tejido vaginal. Ademas, EM2 demostrd un alto efecto antioxidante al reducir los niveles de malondialdehido (MDA) en el hueso de
rata OVX. Concluimos que los compuestos polifendlicos presentes en EM2 podrian aumentar el nimero de células cornificadas y actuar
como agentes antioxidantes exdgenos contra el dafio oxidativo en ratas OVX.
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INTRODUCCION

Las mujeres viven mas que los hombres, debido a que los estrégenos regulan positivamente los genes antioxidantes
relacionados con la longevidad [1]. Sin embargo, los cambios hormonales que comienzan durante la transicion
menopdusica afectan muchos sistemas biolégicos [2]. Esto trae consigo la aparicién de sintomas fisicos como debilidad,
sofocos, sudoraciéon nocturna, atrofia urogenital, disfuncién sexual, cambios en el estado de animo, pérdida ésea y
cambios metabélicos [3,4]. Ademas, los bajos niveles de estrégeno pueden ocasionar un desequilibrio redox, condicion
en la que las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los prooxidantes superan la capacidad antioxidante, generando un

dafio celular grave [5]. Como resultado de esto, se produce una amplia vatiedad de productos téxicos como el

malondialdehido (MDA) [6].

Aunque la terapia de reemplazo hormonal (TRH) sigue siendo el tratamiento mas efectivo para aliviar los sintomas de la
menopausia [7], se han reportado numerosos efectos adversos, asi como contraindicaciones y riesgos, esto ha
incentivado la busqueda nuevas alternativas terapéuticas que tengan una mejor seguridad y tolerancia [8]. La busqueda
de moléculas bioactivas extraidas de plantas medicinales utilizadas por etnias indigenas estd ganando mucha
consideracién como fuente de nuevas moléculas para el tratamiento de diversas enfermedades. Mangifera indica L.
“mango” (familia Anacardiaceae) tiene un gran potencial farmacologico, ya que, segin se informa, se destaca como
anticanceroso, antiinflamatorio, antidiabético, antioxidante, antibacteriano, gastroprotector, hepatoprotector,
antihiperlipémico, antiespasmédico, entre otros [9,10]. Sin embargo, a pesar de que se tiene importante evidencia sobre
sus propiedades antioxidantes y contenido de fitoestrégenos in vitro; son muy pocos los estudios que corroboren y
relacionen este efecto en modelos experimentales in vivo [10, 11, 12]. Por ello, la presente investigacién tuvo por
objetivo determinar el efecto de la administracién de Mangifera indica L. cv. Kent sobre parametros estrogénicos como
el nimero de células cornificadas y sobre la lipoperoxidacion en tejido 6seo de ratas ovariectomizadas.

METODOLOGIA

1. Preparacion del extracto

Se preparé un extracto con etanol 50% y se llevé a un equipo de reflujo por dos horas. Los extractos se filtraron y luego
se evaporaron a presion reducida. El extracto se congelé a -80 ° C y luego se liofilizé. El extracto hidroalcohdlico
liofilizado de hojas de Mangifera indica L. cv. Kent (EM2) se almacené a 4° C hasta que se analizo.

2. Caracterizacion fitoquimica por HPLC-ESI-QTOF-MS/MS

La identificacién quimica se realizé utilizando un espectrémetro de masas ortogonal Q-TOF (micrOTOF-QTM,
Bruker Daltonics) equipado con una fuente de ionizacién por electroaspersion (ESI). Los parametros de andlisis se
propotcionaron para el modo positivo, con un rango de masa de 100-1000 m / z: voltaje capilar de 4500 V; ajuste la
placa final offset -500 V; ajuste el voltaje de carga 2000 V; temperatura del gas de secado 200 ° C; flujo de gas de secado
10,0 ml / min; presién de gas 4 bar; energia de colision (MS/MS) 35 eV; colision de gas N2 [13]. Los datos de masa
obtenidos se procesaron en el software Bruker Compass Data Analysis 4.2 (Bruker Daltonics).

3. Ovariectomia: Técnica de Laparotomia media

Los especimenes fueron anestesiados para poder extirpar los ovarios. Una vez extirpados los cuernos uterinos se
colocaron en su posicién inicial y se procedié al cierre de la cavidad abdominal. La herida se observé diariamente para
confirmar la ausencia de complicaciones hasta su cicatrizacién [13].

4. Tratamientos animales

Los animales de experimentacion fueron divididos en 4 grupos: Naive (n = 06), conformado por ratas no
ovariectomizadas (no OVX); Control (n = 6), ratas OVX tratadas via oral (VO) con NaCl 0,9%; y los grupos Problema
I (n = 6) y Problema II (n = 6) que fueron ratas OVX a las cuales se les administré VO el liofilizado (EM2) en dosis de
250 mg/kg y 500 mg/kg respectivamente, durante 28 dias [13].

5. Citologia vaginal

Las células se recogieron del canal vaginal con la ayuda de un hisopo. L.a muestra se fijé con etanol durante 15 minutos y
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luego se almacend a 27°C. La tincion se realizé con hematoxilina-eosina (H&E). Luego, las muestras fueron analizadas
microscopicamente [13].

6. Niveles de peroxidacion lipidica en tejido 6seo

El tejido éseo (fémur) se removié y después de ser limpiados, se trituraron y mezclaron vigorosamente con una
solucién fria de cloruro de potasio (4°C) (KCl, 150 mM) para obtener un homogeneizado. Los homogeneizados se
centrifugaron a 3700 g (4°C) durante 15 min. Los sobtenadantes se tomaron pata el andlisis de malondialdehido de
acuerdo al método de las sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) a 532 nm [14].

RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura N° 1

Estructuras de los compuestos fendlicos presentes en las hojas de Mangifera indica L. cv. Kent.

Las estructuras de los metabolitos secundarios identificados en las hojas de mango (Mangifera indica L. cv. Kent) se
muestran en la Figura N° 1. El analisis HPLC-ESI-QTOF-MS/MS a partir de extractos de metanol (MeOH) de hoja de
mango mostré compuestos polifendlicos caracterizados como derivados de benzofenona y xantonas.

Se identificaron seis derivados de benzofenona a partir del extracto de MeOH (1, isémero de la maclurina 3-C-(2-O-
galoyil)-D-glucésido; 2, maclurina 3-C-3-D-glucésido; 3, iriflofenona 3-C-8-D-glucésido; 5, maclurina 3-C-(2,3-di-O-
galloil)-B-D-glucésido; 0, iriflofenona 3-C-(2-O-galloil)-B-D-glucésido; 7, metil-iriflofenona 3-C-(2,6-di-O-galloyl)-B-D-
glucésido) como se muestra en la Figura N° 1. Asimismo, se detectaron dos derivados de xantonas en el extracto
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MeOH de las hojas de Mangifera indica 1. cv. Kent. Los picos en m/z 423 y 575 correspondieron a iones [M+H]+ y se
atribuyeron a mangiferina (4) y 6-O-galloil-mangiferina (8) respectivamente.
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Figura N° 2
Efecto del tratamiento oral con el liofilizado de hojas de Mangifera indica L. cv. Kent (EM2) durante 28 dias

sobre los niveles de MDA en tejido 6seo (A) y el conteo de células cornificadas en tejido vaginal (B).
¥k p<0,001 *¥*** p<0,0001 vs OVX (control).

Los resultados muestran que la administracién de EM2 aumenta significativamente (500 mg/kg; p<0,001) el nimero de
células cornificadas en ratas OVX. Reportes previos ha sugerido que la mangiferina, uno de los componentes
identificados en el extracto de Mangifera indica, es capaz de activar una de las isoformas del receptor de estrogeno
(ERa) misma que esta implicada en procesos de proliferacion celular [14]. Ademas, existe evidencia de que ERx es un
receptor estrogénico clave para la regulacion del receptor de oxitocina OTR en utero de rata, ademas que también
estarfa implicado en la regulacién de OTR durante el parto [15].

Finalmente, EM2 exhibi6 un potente efecto antioxidante zz-vivo, ya que redujo significativamente (250 mg/kg; p<0,001 y
500 mg/kg; p<0,001) los niveles de MDA en tejido éseo de ratas OVX. La presencia de mangiferina tal como lo reporta
el trabajo realizado por Xia ¢ af. estaria confiriendo un efecto protector contra el dafio oxidativo sobre los osteoblastos
mediante la modulacién de la sefializacion ERK5/Ntf2[16].

CONCLUSION

El extracto liofilizado de hojas de Mangifera indica L. cv. "Kent" exhibe efectos estrogénicos y antioxidante en tejido
vaginal y 6seo respectivamente, posiblemente debido a la presencia de compuestos polifendlicos como derivados de
benzofenonas y xantonas.
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