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Introduccion

Efecto citotoxico del extracto metandlico de tres ecotipos de
Lepidium peruvianum Chacén sobre lineas celulares HeLay HT-29

Cytotoxic effect of the methanolic extract of three ecotypes of Lepidium
peruvianum, Chacén on cellular lines HeLa and HT-29

Libertad Alzamora’, Erasmo Colona’, Nuria Acero de Mesa?, Antonio Galan de
Mera?, Dolores Muiioz-Mingarro?, Francisco Linares?, Maria Teresa Dominguez? y
Evelyn Alvarez'

Resumen

La busqueda de compuestos naturales con actividad citotoxica y antitumoral es una de las
prioridades actuales de la lucha contra el cancer; motivo por el cual el objetivo del presente
trabajo fue evaluar la actividad citotoxica de los extractos metandlicos (EM) de los ecotipos
negro, morado y amarillo de Lepidium peruvianum, Chacon (conocida también como Lepidium
meyenii Walp.) (maca) sobre las lineas celulares HeLa (Human Epithelial Carcinoma) y HT-29
(Human Colon Adenocarcinoma). Se determind que la concentracion inhibitoria del 50% del
crecimiento celular (IC50) para la linea celular HT-29, con los ecotipos negro, morado y amari-
llo fue de 8,32 mg/ml, 9,28 mg/ml y 0,487 mg/ml respectivamente, mientras que para la linea
celular HelLa fue de 2,4 mg/ml, 1,93 mg/ml y 0,66 mg/ml respectivamente. Adicionalmente, se
evalud un EM del ecotipo amarillo con dos afios de almacenamiento (10 °C) determinandose
como IC50 4,29 mg/ml para HT-29 y 4,17 mg/ml para HeLa. Se concluye que el efecto citotéxico
del ecotipo amarillo sobre HT-29 y HelLa fue superior al mostrado por los ecotipos negro y
morado; que la linea celular mas sensible a los ecotipos amarillo, negro y morado es Hela, y
que el EM del ecotipo amarillo conservé sus propiedades citotoxicas pese al tiempo de alma-
cenamiento, aunque éstas disminuyeron.

Palabras clave: Extracto metandlico, Lepidium peruvianum, Lepidium meyenii, citotoxicidad,
Maca, Medicina tradicional peruana.

Abstract

The search of natural compound with cytotoxic and antitumoural activities is one of the current
priorities of the fight against the cancer; being necessary to analyze new extracts of plants. The
objective in this paper was to evaluate the cytotoxic activity of the methanolic extract (ME) of the
black, purple and yellow ecotypes of Lepidium peruvianum, Chacén (at present Lepidium meyenii
Walp.), Maca, on the cellular lines HeLa (Human Epithelial Carcinoma) and HT-29 (Human
Colon Adenocarcinoma). For the cellular line HT-29, the inhibitory concentration of 50% of the
cellular growth (IC50) with the black, purple and yellow ecotypes was of 8,32 mg/ml, 9,28 mg/ml
and 0,487 mg/ml, respectively; while for the cellular line HeLa was of 2,4 mg/ml, 1,93 mg/ml and
0,66 mg/ml respectively. Additionally, ME of the yellow ecotype was evaluated with two years of
storage (10°C) determining an IC50 4,29 mg/ml for HT-29 and 4,17 mg/ml for HeLa. We concludes
that the cytotoxic effect of the yellow ecotype on HT-29 and HelLa went high to the showed by the
black and purple ecotypes; that the most sensitive cellular line to the yellow, black and purple
ecotypes is Hela, and that the ME of the yellow ecotype conserved its cytotoxic properties in
spite of the time of storage.

Keywords: Methanolic extract, Lepidium peruvianum, Lepidium meyenii Walp., cytotoxicity, Maca,
Peruvian traditional Medicine.

La maca, Lepidinm permvianum, Chacén (conocida también como
Lepidinm nreyenii Walp.), es la inica Brassicacea domesticada de los
Andes peruanos (3700 - 4500 m). La raiz es usada para el consu-
mo humano por su gran valor nutricional desde tiempos preco-
lombinos. Diferentes estudios reconocen su efecto sobre la fun-
ci6n sexual y estimulacion de la espermatogénesis, propiedades

Nota del Editor: El nombre Lepidinm peruvianum Chacén debe
ser considerado sinénimo de Lepidium meyenii Walp. (ver
Germplasm Resources Information Network , United States
Department of Agticulture, Agticultural Research Service, en http:/
/www.ats-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?21767, acceso
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nutricionales energizantes, reduce el estrés y mejora el crecimiento
y la sobrevivencia (Valentova et al., 2003).

Ademas contiene metabolitos secundatios como fitosteroles,
alcaloides, isotiocianatos, glucosinolatos, flavonoides, saponinas,
macainas y macamidas. Zhao et al. (2005) determinaron la pre-
sencia de siete nuevas alcamidas que han sido encontradas unica-
mente en L. meyeniz. Cui et al. (2003), demostraron la presencia de
alcaloides imidazolicos: lepidilina 1 y lepidilina 2, con efecto
citotoxico sobre 8 lineas celulares transformadas A-549, UMUCS3,

HT-29, PC-3, PACA2, A4982I.M, MDA231 y FDIGROV.

La evaluacién de la citotoxicidad iz vitro sigue siendo una he-
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El objetivo fue determinar la actividad citotdxica de los extrac-
tos metandlicos (EM) de los ecotipos negro, morado y amarillo
de L. permvianum empleando las lineas celulares HelLa (Human
Epithelial Carcinoma) y HT-29 (Human Colon Adenocarcinoma).

Material y métodos
Lineas celulares

Las lineas celulares HeLa y HT-29 fueron obtenidas del Centro
Europeo de Cultivos Celulares. Se cultivaron en el medio apro-
piado (ver Estudio de citotoxicidad 7 vitro mas abajo) a 37 °C'y
5% CO.,,

Extracto metandlico

Los extractos metandlicos (EM) se prepararon empleando los
ecotipos negro, morado y amatillo de maca procedentes del Valle
de Pampas, Provincia de Tayacaja, Departamento de Huancavelica.
La maca fue secada, pulverizada y macerada en metanol QP (1:2)
durante 10 dias, el macerado se filtr6 y se concentrd. Para el ecotipo
amatillo también se emple un EM con dos afios de almacena-
miento a 10 °C. Todo el procesamiento se realiz6 en el Laborato-
rio de Inmunologfa. Se emplearon concentraciones de los EM de
maca desde 25 pg/ml hasta 25 mg/ml. Cada concentracion se
probé por triplicado.

Estudio de citotoxicidad in vitro

Para este ensayo se emplearon células en fase exponencial de
crecimiento que se depositaron en placas de 96 pocillos en una
densidad de 4 x 10° células/pocillo empleando 150 mL del medio
correspondiente (HeLa: EMEM + 2mM Glutamina + 1%
aminoacidos no esenciales + 10% Suero fetal bovino; HT-29:
McCoy’s 5 aminoacidos + 2mM Glutamina + 10% Suero fetal
bovino). Después de 24 h de incubacién se procedié a afiadir las
diluciones setiadas de cada ecotipo. Se emple6 buffer fosfato sali-
no (PBS) como control negativo y doxorrubicina como control
positivo.

Los cultivos se mantuvieron por 72 h, al cabo de este tiempo se
realiz6 el ensayo de punto final aplicando bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a cada monocapa.

El ensayo del MTT estd basado en la inhibicién de la reduccién
de la sal de tetrazolio (amarilla) a azul de formazan (azul), insolu-
ble. Estd reduccion se produce como consecuencia de la actividad
de la succinato deshidrogenasa mitocondrial de las células vivas
(Borenfreund et al., 1988). Tras el periodo de incubacion se elimi-
na el sobrenadante y se afiaden 100 pul de DMSO
(Dimetilsulféxido) para solubilizar los cristales de formazan. Fi-
nalmente, se determiné la absorbancia del sobrenadante a 570
nm. Cada concentracién se probé por triplicado y se calculé la

media aritmética de absorbancia para cada concentracién. El por-
centaje de crecimiento viene determinado por el cociente entre la
absorbancia media para cada tratamiento y la obtenida para el
control. A partir de estos datos se obtiene la concentracién que
inhibe el 50% del crecimiento celular (IC50).

Todos los ensayos se hicieron por triplicado y se determiné la
concentracién de cada ecotipo capaz de inhibir el 50% del creci-
miento celular 1C50) mediante la relacién entre los porcentajes de
absorbancia obtenidos y las concentraciones ensayadas.

Resultados

Los resultados se presentan en la Tabla 1. Los resultados indi-
can que los dos EM del ecotipo amarillo tienen efecto citotoxico
sobre las lineas celulares empleadas, dicho efecto fue superior al
mostrado por los ecotipos negro y morado; y en el caso del EM
del ecotipo amarillo (no almacenado) sobre la linea celular HelLa
fue superior al mostrado por Doxorrubicina (control de efecto
positivo) (0,660 mg/ml versus 1,64 mg/ml respectivamente);
sobre HT-29, el EM amarillo (no almacenado) también mostré
mejor efecto que la Doxorrubicina (0,467 mg/ml versus 4,050
mg/ml). Lalinea celular mds sensible a los ecotipos amarillo, ne-
gro y morado fue HelLa.

El EM del ecotipo amarillo conservé su propiedad citotoxica
después de dos afios de almacenamiento*, aunque se evidencié
reduccion de la misma.

Discusién

Los resultados demuestran que el EM del ecotipo amarillo
posee efecto citotdxico superior a los ecotipos morado y negro
sobre las lineas celulares de cancer de cérvix (Hela) y cancer de
colon (HT-29). Canales et al. (2000) mediante ensayos de viabili-
dad empleando colorantes vitales, demostraron que los cultivos
RAW 264.7 y HT-29 presentaban muy buena tolerancia al extracto
acuoso de L. meyenii, sus resultados indicatfan que la actividad
citotéxica del extracto metandlico empleado en el presente estu-
dio tendria relacién con los metabolitos secundarios que se en-
cuentran en el EM: alcaloides, flavonoides y antocianinas.

La actividad citotdxica de los alcaloides imidazolicos ha sido
reportada por Cui et al., (2003) quienes los denominaron lepidilina
1y lepidilina 2. El primero mostr6 una actividad débil sobre una
linea celular de carcinoma de ovario humano y la segunda presen-
t6 actividad citotdxica sobre 4 de las 8 lineas celulares probadas.
Ambos compuestos fueron inactivos contra las lineas celulares A-
549, HT-29, PC-3 y A4982LM. Si se compara la actividad del EM
empleado con la de los alcaloides purificados, se deduce que la
purificacién de los principios activos conlleva a un mejor efecto.

Tabla 1. Efecto citotdxico del extracto metandlico (EM) de tres ecotipos de Lepidium peruvianum, maca, sobre lineas
celulares derivadas de tumores humanos. Se muestran las concentraciones en mg/ml capaces de inhibir el 50% del
crecimiento celular (IC50). Se observa que el EM del ecotipo amarillo presenta significativo efecto citotdxico. Se evidencia
que el tiempo de almacenamiento (*) influyd en el efecto del EM del ecotipo amarillo, aunque para el caso de la linea HT-

29 es similar a la IC50 de la doxorrubicina.

Linea EM ecotipos de maca Controles

Celular (mg/ml) (mg/ml)
Negro Morado Amarillo Amarillo* Doxorrubicina PBS

HeLa 2,4 1,93 0,66 4,17 1,64 -



EFECTO CITOTOXICO DE LLEPIDIUM SOBRE LINEAS CELULARES HELA Y HT-29

Existen evidencias que el consumo de vegetales y frutas, espe-
cialmente cruciferas reducen la incidencia de muchos tipos de can-
cer (Kristal y Lampe, 2002) y se cree que la actividad quimioprotectiva
se debe a su contenido de glucosinolatos que inducen en mamife-
ros la produccion de enzimas de fase I de detoxificacion (Fahey et
al., 2001) y antocianinas con propiedades antiangiogénica,
antioxidante y anticarcinogénica (Bagchi et al., 2004). Nachshon-
Kedmi et al., (2003) encontraron ambos compuestos en extractos
de cruciferas (brasiciceas) y demostraron su actividad
antiproliferativa y proapoptética en células de cancer de prostata.

Smith et al., (2004) determinaron que los allyl-isotiocianatos
producen bloqueo mitético, pérdida de la adhesion celular y des-
organizacion del citoesqueleto en células HT-29.

Gonziles et al., (2005) realizaron una espectroscopia infrarroja
de los ecotipos de maca y encontraron un pico intermedio de
absorbancia para el ecotipo amarillo correspondiente a los
benzilglucosinolatos.

Algunos autores consideran que los constituyentes citotoxicos
son isotiocianatos aromaticos originados en las plantas a partir de
la hidrdlisis de los glucosinolatos por mirosinasa, como pot ejem-
plo benzilisotiocianato y metoxibenzilisotiocianato; por otro lado,
las prostaglandinas y los esteroles también son considerados como
principios activos capaces de reducir el riesgo de cancer de mama,
estomago e higado (Valentova y Ulrichova, 2003).

El alcaloide (1R,3S)-1-metiltetrahidro-B-carboline-3-4cido
carboxilico ha sido reportado como constituyente de la maca con
accion antioxidante (Hou et al., 2004).

Por lo tanto, debe realizarse la purificacion de los principios
activos de los distintos ecotipos de maca a fin de realizar ensayos
que permitan demostrar la actividad citotdxica de cada uno de
ellos.
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