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Articulo Original

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

EFECTO DE LA MACA ROJA (Lepidium meyenii) SOBRE LOS
NIVELES DE IFN-y EN RATAS OVARIECTOMIZADAS

Johanna Leiva-Revilla'?, Félix Guerra-Castafion?#, Paola Olcese-Mori'?, Ivan Lozada®®,
Julio Rubio'?3, Carla Gonzales'?3, Gustavo F. Gonzales'?3

RESUMEN

Objetivos. Comparar el efecto de diferentes dosis de maca roja sobre los niveles de interferén gamma (IFN-y) en ratas
ovariectomizadas (OVX). Materiales y métodos. Ratas hembras adultas fueron divididas al azar en los siguientes seis
grupos: Grupo 1: ratas pesudo-ovariectomizadas (PO); Grupo 2: ratas OVX; Grupo 3: ratas OVX tratadas con 4 ug/kg
de estradiol, y Grupo 4, 5 y 6: ratas OVX tratadas con extractos de maca con 2,15, 4,3 y 8,6 mg polifenoles/kilogramo
de peso corporal, respectivamente. Resultados. Las ratas OVX mostraron niveles bajos de IFN-y en comparacién con
las ratas PO. El estradiol y la maca roja revirtieron el efecto de la ovariectomia sobre los niveles de IFN-y. La maca roja
presenta un incremento dosis-respuesta de los niveles de IFN-y (r=0,57, p<0,05). Conclusiones. La administracidn de
la maca roja incrementa los niveles de IFN-y en ratas ovariectomizadas.

Palabras clave: Maca; Interferon gamma; Ovariectomia; Estradiol (fuente: DeCS BIREME).

EFFECT OF RED MACA (Lepidium meyenii) ON IFN-y LEVELS IN
OVARIECTOMIZED RATS

ABSTRACT

Objectives. Compare the effect of different doses of red maca on gamma interferon (IFN-y) levels in ovariectomized
rats (OVX). Materials and methods. Adult female rats were randomly divided into the following six groups: Group 1:
pseudo-ovariectomized rats (PO); Group 2: OVX rats; Group 3: OVX rats treated with 4 ug/kg estradiol; and Group 4, 5
and 6: OVX rats treated with red maca extracts with 2.15, 4.3 and 8.6 mg polyphenols/body weight kilogram, respectively.
Results. OVX rats showed low levels of IFN-y compared to PO rats. Estradiol and red maca reversed the effect of ova-
riectomy on the IFN-y levels. A positive dose-response effect of red maca on IFN-y levels was shown (r = 0.57, p <0.05).

Conclusions. Red maca administration increases levels of IFN-y in ovariectomized rats.

Key words: Maca; Interferon-gamma; Ovariectomy; Estradiol (source: MeSH, NLM).

INTRODUCCION

La menopausia incrementa el riesgo de sufrir
condiciones cronicas como enfermedad coronaria
cardiaca, sindrome  metabdlico, osteoporosis,
desordenes cognitivos y de estados de dnimo @,
debido a una disminucion de la produccién endégena
de estrogenos por parte de los ovarios @. Por ejemplo,
una reduccion en los niveles de estrégenos circulantes
estd asociada a la disminucion de los niveles de
interferon gamma (IFN-y) @ el cual, a su vez, podria
incrementar el riesgo de osteoporosis en mujeres de

edad @. De hecho, en mujeres con osteoporosis se
encuentran bajos niveles de IFN-y ®.

La terapia hormonal de reemplazo (THR) ha
demostrado regular el sistema inmune en mujeres
posmenopadsicas ©®. De hecho, la THR muestra un
incremento en los niveles de IFN-y en mujeres con
menopausia natural y quirdrgica ®. Asi mismo, la THR
reduce las fracturas relacionadas a la osteoporosis en
mujeres con sintomas de la menopausia © debido a su
capacidad para regular los niveles de IFN-y en mujeres
con deficiencia de estrogenos &', Sin embargo, la THR
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tiene varios efectos secundarios, como cdncer de mama,
fallas vasculares a nivel cardiaco y cerebral y codagulos
sanguineos (", Por estas razones, son necesarios
tratamientos alternativos sin  efectos secundarios
adversos.

La maca (Lepidium meyenii) es una planta peruana
perteneciente a la familia de las Brassicaceaes. Estudios
previos han demostrado las propiedades tradicionales de
los hipocatilos de macaq, relacionadas con la mejora de la
fertilidad, sobre la produccion espermatica (>, conducta
sexual 1519y fertilidad femenina (. La variedad roja de
maca ha demostrado reducir el peso prostdtico en ratas
macho con hiperplasia prostdtica benigna inducida por
enantato de testosterona '®'® y tener un efecto protector
sobre la arquitectura dsea en ratas ovariectomizadas
@9, un modelo animal que imita los sintomas de la
menopausia @Y. Aunque estudios in vitro han demostrado
que el tratamiento con maca induce la tasa de produccion
de IFN-y @, no se han realizado estudios in vivo con
diferentes dosis de maca roja.

A partir del hecho de que la maca roja pueda reducir
experimentalmente la hiperplasia prostdtica benigna y
la osteoporosis, el presente estudio tiene como finalidad
comparar el efecto de diferentes dosis de maca roja
sobre los niveles de IFN-y ratas ovariectomizadas
(OVX).

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

Se obtuvieron treinta seis ratas hembra de la cepa
Holtzman (3 meses de edad) del Bioterio de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (Lima, Peru).
Las ratas (peso corporal inicial: 214,75 + 1,49 g) fueron
colocadas en jaulas en seis ratas por jaula y mantenidas
bajo condiciones controladas a 22 °C y con un ciclo
de luz/oscuridad de 12:12 h dentro del Bioterio de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. Todas las ratas
recibieron comida y agua ad libitum.

OVARIECTOMIA

Para el procedimiento, las ratas fueron anestesiadas
con 40 mg/kg de pentobarbital via intraperitoneal (i.p.).
La ovariectomia bilateral fue realizada a nivel dorso-
lateral. Luego, los ovarios y el tejido adiposo adyacente
fueron removidos y finalmente, se realizé la sutura
de musculo y piel. Procesos quirdrgicos similares
fueron llevados a cabo para obtener un grupo de ratas
pseudoovariectomizadas (PO) donde se realizd el
mismo procedimiento, pero sin remover los ovarios.
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Todos los experimentos fueron realizados una semana
después de la cirugia @3,

PREPARACION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
DE MACA ROJA

Los hipocdtilos secos de maca roja fueron obtenidos de
la ciudad de Carhuamayo en Junin, a 4000 metros de
altitud, en los Andes Centrales del Perd donde se cultiva
tradicionalmente ?4. en el Departamento de Ciencias
Farmacéuticas de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia se autentifico la identidad de la planta. Ademas,
una muestra de la planta (IFV 1885) fue almacenada en
el Departamento.

El extracto hidroalcohdlico estandarizado de los
hipocétilos de maca roja fue preparado con etanol
acuoso (60% v/v) por filtracién a temperatura ambiente
por 24 h y concentrado a presiones bajas a peso
constante. Un gramo de hipocétilos secos de maca roja
produce 0,22 g de extracto hidroalcohdlico de maca roja.
Este extracto fue diluido en agua destilada para obtener
diferentes concentraciones en 1 mL. Las soluciones
fueron colocadas en viales y mantenidas refrigeradas
a 4 °C hasta su uso @), El extracto hidroalcohdlico de
maca roja fue estandarizado segun su contenido de
polifenoles utilizando la reaccion de Follin-Ciocalteu
descrita en estudios previos @®. El contenido total de
polifenoles en el extracto hidroalcohdlico de maca
roja fue de 1,60 mg pyrogallol/100 mg de extracto
hidroalcohdlico de maca roja.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para el presente estudio, las ratas fueron divididas al
azar en los siguientes seis grupos: Grupo 1 (PO): ratas
PO las cuales recibieron agua destilada; Grupo 2 (OVX):
ratas ovariectomizadas tratadas con agua destilada;
Grupo 3 (OVX+E,): ratas OVX tratadas con estradiol;
Grupo 4-6 (OVX+MR1, OVX+MR2 y OVX+MR3):
ratas OVX tratadas con tres diferentes dosis de maca
roja. Estudios previos han mostrado que el extracto
hidroalcohdlico de maca roja con un contenido de
4,3 mg polifenoles/kg de peso corporal fue capaz de
proteger la estructura dsea de ratas ovariectomizadas
@9y, por esta razon, las ratas OVX de los grupos 4, 5
y 6 recibieron extractos hidroalcohdlicos de maca roja
las cuales contuvieron 2,15, 4,3 y 8,6 mg polifenoles/kg
de peso corporal, respectivamente. El agua destilada, el
estradiol (4 ug/kg) y la maca roja fueron administrados
por via oral (1 mL) durante 28 dias usando una sonda
nasogastrica N.°18 (Fisher Scientific, Pittsburgh,
Pennsylvania).

Al final del experimento las ratas fueron sacrificadas, la
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sangre fue colectada del tronco cervical y el suero fue
separado por centrifugacién a 1000 g para los ensayos
de determinacion del IFN-g. Después de eso, el utero
fue disecado, separado del tejido conectivo circundante
y pesado. El peso corporal también fue registrado de
forma semanal desde el inicio del experimento.

DETERMINACION DE IFN-g

Las concentraciones de IFN-g en suero fueron
determinadas usando un kit de ELISA para IFN-g de
rata proveniente de BD Bioscience (CA, USA; catalogo:
558861). Las mediciones fueron realizadas por
espectrofotometria a 570 nm. Todas las muestras fueron
corridas en el mismo tiempo para evitar variaciones
inter-ensayo. Los datos se expresan en pg/mL.

ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos fueron andlizados usando el paquete
estadistico Stata versién 8,0 (Stata Corporation, College
Station, TX, USA). Los datos son presentados como la
media * desviacion estandar (DE). Las diferencias entre
los grupos fue determinada usando el andlisis de varianza
(ANOVA) y la prueba post-hoc Scheffé para las variables
que presentaron distribucion normal (peso corporal y
uterino) o la prueba de Mann-Whitney U para variables
sin distribucion normal (niveles de IFN-g). El peso
uterino relativo se calculd segun el indice: (peso uterino/
peso corporal final) x 100. Los valores p<0,05 fueron
considerados como estadisticamente significativas.

CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los procedimientos con animales fueron
realizados siguiendo las normas de la Guia para el

Tabla 1. Efecto de la maca roja (Lepidium meyenii) en
el peso corporal final y el peso uterino seco relativo en
ratas ovariectomizadas

Peso corporal  Peso corporal  Peso relativo

inicial (g) final (g) uterino seco
PO 223,67 +2,29 24450+283 0,95+0,31
OVX 24967 +393 287,83+4,76 0,36+0,11
OVX +E, 232,67 +501 256,17 +575 0,77 £0,17
OVX + MR1 177,33+597 196,83+7,46 0,24+0,08
OVX + MR2 195,00 £4,65 213,67+4,58 0,18+0,06
OVX + MR3 210,17 +6,47 233,83+4,25 0,20 +0,04

Los datos estan expresados como la media + desviacion estandar

PO: pseudoovariectomizadas; OVX: ovariectomizadas; OVX+E2: ratas
ovariectomizadas tratadas con estradiol; OVX+MR1: ratas ovariectomizas
tratadas con XX de maca roja; OVX+MR2: ratas ovariectomizas tratadas
con XX de maca roja; OVX+MR3: ratas ovariectomizadas tratadas con
XX de maca roja

@ p<0,05 vs. ratas OVX; ® p<0,05 vs. Grupo PO; < p<0,05 vs. Grupo OVX
+E2

cuidado y uso de animales de laboratorio ?®. El Comité
de Etica Institucional de la Oficina de Investigacion
Cientifica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
aprobo previamente el estudio (SIDISI-UPCH: 57053,
13 de agosto de 2010).

RESULTADOS

Al final del experimento, las ratas OVX mostraron
un incremento en el peso corporal cuando fueron
comparadas con las ratas de los grupos PO, OVX+E,,
y las tratadas con las diferentes dosis de maca roja
(p<0,05). No se encontraron diferencias significativas
entre las ratas PO y las tratadas con E, y diferentes
dosis de maca roja (p>0,05). Los pesos corporales
finales fueron similares entre los grupos OVX y los
grupos tratados con E, y maca roja (p>0,05) (Tabla 1).

Las ratas OVX mostraron una reduccion del peso uterino
seco relativo cuando se les compard con las ratas PO,
y las tratadas con E, y maca roja (p<0,05). Se reportd
un mayor peso uterino seco relativo en ratas OVX que
fueron tratadas con E2 en comparacion con aquellas
ratas OVX tratadas con tres diferentes dosis de maca
roja (p<0,05). No hubo diferencias significativas entre
las ratas OVX con aquellas tratadas con maca (p>0,05)
(Tabla 1). La Figura 1 muestra el efecto del tratamiento
con tres diferentes dosis de maca roja sobre los niveles
séricos de IFN-g en ratas OVX.

La prueba no paramétrica Mann-Whitney U mostré menores
niveles de IFN-g en ratas OVX en comparacion con las
ratas PO (155 + 21,16 vs. 703,94 + 161,79 pg/mL; p<0,05).
El tratamiento con estradiol (1784,46 + 472,58 pg/mL)
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Figura 1. Efecto de la maca roja sobre los niveles de IFN-g en
ratas ovariectomizadas

Los datos estan expresados como la media + DE
PO: pseudoovariectomizadas; OVX: ovariectomizadas; OVX+E2:
ratas ovariectomizadas tratadas con estradiol; OVX+MR1: ratas
ovariectomizadas tratadas con XX de maca roja; OVX+MR2: ratas
ovariectomizadas tratadas con XX de maca roja; OVX+MR3: ratas
ovariectomizadas tratadas con XX de maca roja
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revirtio el efecto de la ovariectomia, mostrando que
el peso uterino fue mayor que los observados en los
grupos OVX y PO (p<0,05). Las ratas OVX tratadas
con la menor dosis de maca roja presentaron mayores
niveles de IFN-g que las ratas OVX (OVX+MR1:
1306,80 + 409,56 pg/mL; p<0,05); mientras tanto, las
ratas OVX tratadas con las dosis mayores de maca roja
(OVX+MR2: 2051,64 + 556,07 pg/mL, y OVX+MR3:
2881,09 + 782,51 pg/mL) reportaron mayores valores
de IFN-g que aquellas ratas de los grupos OVX y PO
(p<0,05). La maca roja mostré un incremento dosis-
respuesta en los niveles de IFN-g (r = 0,57, p<0,05).

DISCUSION

La ovariectomia ha sido ampliamente usada como un
modelo in vivo para imitar los sintomas posmenopadsicos
tales como la pérdida dsea @). Se aprecio el efecto de
la ovariectomia con la disminucion del peso uterino
como fue notado por otros estudios @”. Ademds, la
ovariectomia causo una reduccion en los niveles de
IFN-g, lo cual también se relaciona a la deficiencia de
estrégeno observado en animales ovariectomizados ©.

Se sabe que niveles bajos de estrégenos pueden
producir un desbalance del radio entre Th1 y TH2
@) (radio Th1/Th2). Los linfocitos Th1 producen
principalmente citoquinas proinflamatorias tales como
IFN-g, IL-2. TNFa y otras, favoreciendo la inmunidad
celular relacionada a la inmunidad innata . Ademds,
se ha demostrado que la administracion exdgena de
estradiol en la THR incrementa los niveles de Th1 @,
Los resultados del presente estudio muestran que
el estradiol incrementa los niveles de IFN-g en ratas
ovariectomizadas los cuales, a su vez, puede resultar
en un aumento de los valores de Th1 ©.

Ademds, se ha observado que las tres diferentes
dosis de maca roja administradas (2,15, 4,3 y 8,6 mg
polifenoles/kg) pueden incrementar los niveles de IFN-g
en una manera dosis dependiente favoreciendo la
inmunidad innata. Previamente, se ha observado que la
maca roja es capaz de restaurar la arquitectura dsea @2
y de tener actividad antidepresiva ¢ en animales OVX.

El hecho de que estos efectos de la maca roja no estan
relacionados con el incremento del peso uterino como
se observan en otros estudios 3" apoya el hecho
de que la maca roja no presenta un efecto similar a
estrogenos @%3Y, También se ha sugerido que la maca
roja podria actuar como un modulador selectivo de los
receptores de estrogenos (SERM) @9, El incremento de
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los niveles de IFN-g ayuda al organismo a la defensa
contra patégenos intracelulares, por la activacion de
macréfagos. De hecho, un estudio previo ha demostrado
el efecto de la maca contra los virus de influenza humana
tipo A y B corroborando los resultados de este estudio
y sugiriendo el efecto antiviral de la maca ©2. Futuros
estudios son necesarios para determinar los efectos del
extracto maca roja y sus fracciones sobre los niveles de
marcadores para Th1y Th2 y su efecto sobre el sistema
inmune y su posible uso alternativo para tratamientos
contra diversas enfermedades.

La maca roja presenta el mayor contenido de
polifenoles 9, Por esta razon, el presente estudio utilizo
un extracto hidroalcohdlico de maca roja estandarizado.
Ademds, se ha probado que los polifenoles pueden
ser potenciales antioxidantes ©334. Se sabe que la
maca contiene flavonas, quercetina y antocianinas @4
las cuales tienen actividad antioxidante 33, Estudios
previos han demostrado que los polifenoles pueden
incrementar los niveles de IFN-g ©®y que algunos
flavonoides pueden mejorar la resistencia epitelial ¢ la
cual también estd relacionada con la inmunidad innata.

En conclusion, la maca roja puede incrementar los
niveles de IFN-g en ratas ovariectomizadas de forma
dosis-respuesta, un modelo animal que induce sintomas
relacionados a la posmenopausia. De esta forma, la
maca roja puede considerarse un tratamiento alternativo
para enfermedades relacionadas con la edad y a la
deficiencia de estrégenos como la osteoporosis.
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