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RESUMEN

La memoria y el aprendizaje son procesos que se ven afectados en la etapa de
envejecimiento. Las alternativas terapéuticas como el uso de plantas utilizadas
tradicionalmente para este tipo de deficiencias presentan en la actualidad un
mayor auge.

La maca es usada tradicionalmente por sus diferentes y favorables
propiedades alimenticias y reproductivas. Pero se conoce poco, desde el punto
de vista tradicional, sobre el efecto en la memoria y el aprendizaje.

Este estudio tuvo como proposito evaluar el efecto del Extracto atomizado de
Maca Negra en la Memoria Espacial Visual (MEV) utilizando la prueba de

Morris maze, en ratones machos.

El tratamiento con el extracto de maca negra se inicio siete dias después de la
cirugia. La dosis de extracto atomizado de Maca Negra administrada fue

equivalente a 1g de hipocétilo seco/kg de peso corporal.

Los resultados obtenidos demuestran que el extracto atomizado de Maca
Negra potencia la Memoria Espacial Visual (MEV) disminuyendo el tiempo de
latencia de escape. Ademas debe realizarse estudios a nivel molecular para
determinar el mecanismo de accion de los metabolitos presentes en la maca en

la memoria.

Palabras Clave: Lepidium meyenii, Maca Negra, extracto atomizado, Water
Finding Task, Aprendizaje Latente, Memoria Espacial Visual, Castracion.



ABSTRACT

Memory and learning are processes affected during aging. It is increased

interest for the use of Alternative medicine to improve memory and learning.

Maca is a plant belonging to the Brassicaceae (Crucifer) family and it’s a native
plant from the Central Peruvian highlands. Maca is a hypocotyl growing
exclusively between 4000 and 4500 m altitude in the, particularly in Bombon
place and is used traditionally by its nutritional and fertility enhancing

proprieties.

This study aimed to evaluate the effect of extract of Black Maca which were
spray-dried in the Visual Spatial Memory (VSM) using the Morris maze test, in

male mice.

Treatment with the maca extract started seven days after surgery. The dose of
administered of atomized Black Maca was equivalent to 1 g dry hypocotyls per

kg body weight.

The results show that atomized Black Maca extract enhances Visual Spatial
Memory (MEV) reducing latency of escape. Specific studies could be performed
at the molecular level to determine the mechanism of action of the metabolites

present in Maca for the memory.

Key words: Lepidium meyenii, Black Maca, Morris Maze test, Visual Spatial
Memory, Water Finding Task, Latent learning, Castration.



l. INTRODUCCION

Muchas funciones cognitivas se deterioran con la edad. Sitomamos en cuenta
qgue en el mundo la esperanza de vida se ha incrementado en las Ultimas
décadas, y que la poblacién, tanto de hombres como mujeres, demanda una
mejor calidad de vida, los procesos fisiol6gicos primordiales del ser humano,
como es el aprendizaje y la memoria, deben encontrarse siempre en Gptimas

condiciones.

El aprendizaje y la memoria son dos procesos cerebrales estrechamente
ligados que originan cambios adaptativos en el comportamiento de los

organismos. (38)

El mantenimiento de los elementos neurales en los sistemas cerebrales que
soportan la memoria, tales como la formacion de sinapsis en la corteza
prefrontal y el hipocampo, son criticos en la etapa de envejecimiento (11). La
pérdida de la memoria de trabajo y de largo plazo son caracteristicas en
enfermedades neurodegenerativas. (23). Ademas el hipocampo sufre cambios
bioquimicos y estructurales (11), que pueden llegar ser tan severas como en

los observados en la enfermedad de Alzheimer.

En modelos animales con roedores y primates, se ha visto que la privacion de
androgenos causa importante pérdida de sinapsis en el hipocampo, causando
cambios en la neurotransmision de la corteza prefrontal. (23); debido a los
androgenos actlan en estas areas produciendo efectos en los receptores de

catecolaminas, GABA, y serotonina. (28)



De otro lado, la terapia de reemplazo hormonal mejora el déficit de andrdégenos
en hombres en edad avanzada (3; 54; 36; 21). Sin embargo los costos de esta

terapia pueden limitar su uso.

Ante esta situacidn, las alternativas terapéuticas, como la medicina tradicional,
cobran mayor importancia (31; 42; 43; 59). Se han encontrado plantas que
presentan compuestos, como los fitoestrogenos, que pueden revertir los
efectos del envejecimiento, mejorando la memoria y el aprendizaje (37; 32;
26).

El Peru cuenta con una amplia gama de plantas medicinales que aun no han
sido bien estudiadas cientificamente (59). Muchas de estas plantas crecen en
zonas altoandinas y vienen siendo consumidas por los pobladores de estas

zonas, hace cientos de afos (57).

Lepidium meyenii (Maca Negra) es una planta la cual entre sus propiedades se
le atribuye principalmente el incremento de la fertilidad (6; 18). Ademas

presenta compuestos fitoquimicos (34; 45); como los fitoestrogenos (1).

Recientes estudios (12-19) ademas, han comprobado que mejora el déficit de
memoria inducido por escopolamina en ratones, utilizandose los extractos
hidroalcoholico y acuoso de Maca Negra (51) y también mejora el Aprendizaje
Latente y disminuye el Stress en ratonas ovariectomizadas (OVX)
encontrdndose que la Maca Negra tiene el mejor efecto; (50) Estos efectos no

se aprecian con otras variedades de maca, como la roja y la amarilla.



Sin embargo aun no se ha evaluado cudl es el efecto del extracto atomizado
de Lepidium meyenii (Maca Negra) en la funcion cognitiva de ratones machos
con deficiencia de Testosterona, como modelo de envejecimiento, por medio

de castracion.



Il. MARCO TEORICO

Il.i. Antecedentes
Con respecto a la memoria y aprendizaje, se han descrito muchas plantas y
productos naturales en la medicina tradicional que poseen propiedades

medicinales, pero pocas han sido estudiadas cientificamente (59).

Por ejemplo se sabe que las bayas liofilizadas de Vaccinium (arandano),
aumentan significativamente la memoria a Corto plazo, pero no a largo plazo
en la tarea de “Inhibitory Avoidance” (prueba que consiste en condicionar al
animal a permanecer en un solo lugar del aparato) (47) previniendo el déficit de

memoria.

Otro ejemplo es el aceite de pescado Menhaden (FO) que promueve y mejora
la memoria espacial visual en crias de ratas. (8). También se ha evaluado el
efecto de isoflavonas de soja, especificamente en la funcidn cognitiva:
aprendizaje y memoria, y sus efectos beneficiosos en las enfermedades
neurodegenerativas, y sobre la expresion de las proteinas implicadas en la

proteccion neuronal en ratas. (37)

Por otro lado estudios epidemiolégicos sugieren que las dietas con un alto
contenido de verduras y frutas se asocia a una mejor funcion cognitiva en
ancianos, pudiendo reducir la incidencia de los trastornos degenerativos,

incluyéndose la enfermedad de Alzheimer (43; 32)



Otros estudios sugieren que los extractos fitoquimicos son beneficiosos,
porque podrian invertir el curso del envejecimiento neuronal y cognitivo. (26) y
gue la inclusion de fitoestrégenos en la dieta de roedores, influye

favorablemente en la Memoria Espacial Visual (MEV). (37).

La Maca Negra (Lepidium meyenii) tiene efectos beneficiosos en el aprendizaje
Latente en ratonas ovariectomizadas (OVX) reduciendo la latencia de bebida

(50) y mejorando el déficit de memoria inducida por escopolamina (51)

[l.ii. Memoria

La memoria y el aprendizaje son procesos cognoscitivos, activos y complejos
gue se encuentran presentes en procesos cerebrales como la percepcion
sensorial (38) y que permiten que la informacion sea tratada de modos
diferentes, ya sea incorporandola, codificandola o almacenandola en el cerebro

a fin de que pueda ser utilizada en determinadas circunstancias.

El aprendizaje constituye junto con las fuerzas selectivas de la evolucion, el
modo principal de adaptacion de los seres vivos. Implica un cambio en el
sistema nervioso que resulta de la experiencia, y que origina cambios

duraderos en la conducta de los organismos. (38)



La Memoria es un proceso en el cual lo que aprendemos es retenido o
almacenado en el cerebro. (58). Se procesa la informacién incorporandola,

codificAndola, almacenandola en el cerebro y después recuperandola. (39).

En el aprendizaje se producen cambios en la potencia de las conexiones
sindpticas entre las neuronas interconectadas de manera especifica. Es decir,
el programa de desarrollo de cada organismo prevé determinadas conexiones
entre neuronas y la experiencia altera la fuerza y la eficacia de dichas

conexiones quimicas preexistentes. (82)

La serotonina actia como modulador para incrementar la liberacion de
glutamato en la terminal presinaptica de la neurona sensorial. Para ello la
serotonina, como primer mensajero, actla sobre un receptor de serotonina
transmembrana que activa la enzima Adenil Ciclasa (AC), la cual desencadena
la formacion del AMP ciclico. El AMPc es un segundo mensajero, que difunde
la sefial proveniente de la membrana celular hacia el interior de la célula, activa
a la Proteina Quinasa A (PKA) que aumenta la liberacion de glutamato en la
terminal del axon mediante una combinacién de mecanismos de fosforilacion
(de los canales i6nicos y de la exocitosis) (82), produciéndose asi la cascada

de sefalizaciones en el proceso de aprendizaje.



Il.iii. Testosterona en la funcién cognitiva

Los andrégenos estan involucrados en procesos nemotécnicos (24). Estudios
realizados con humanos han caracterizado el impacto de la privacion
androgénica y la subsiguiente terapia con estradiol en la memoria a largo
plazo, en pacientes con cancer de préstata. (3); Su reemplazo tiene efectos
positivos en procesos cognoscitivos especificos en personas de edad (3),
pudiendo desempefiar un papel neuroprotector contra el deterioro de las
funciones cognitivas (Halbreich y col.; 1995) como en las tareas de aprendizaje

y memoria (37).

La suplementacion con testosterona beneficia selectivamente la funcion
cognitiva en hombres con enfermedad de Alzheimer y otras degeneraciones
cognitivas.(54; 37); ademas altera la actividad neural esencial para el

aprendizaje y memoria (23).

Estudios anteriores han demostrado que la densidad de las espinas
dendriticas en la region CAl de hipocampo es modulada positivamente por la

testosterona (33)

Si bien es cierto que la testosterona no es una hormona que se encuentre
involucrada directamente en los procesos cognitivos de aprendizaje y memoria,
si influye en ellos cuando sus niveles séricos normales disminuyen, ya que no

se produce la conversion a estradiol (3; 24).



Il.iv. Memoria Espacial Visual

La Memoria espacial Visual (MEV) es un tipo de cognicién dependiente de
hormonas gonadales que se encuentra especialmente influenciada por las
hormonas gonadales. (35; 37) especificamente por los estrégenos (36)
alterando la estructura y funcién neuronal en varias regiones del cerebro (54).
Radica en las regiones cerebrales que procesan la informacién sensorial y
motora, como el hipocampo y la corteza frontal. (37); y esta influenciada por
caracteristicas propias del animal de experimentacion como: sexo, especie /
cepa, edad, estado nutricional, exposicion al estrés o infeccion; y la disposicion

de las figuras (11).

En este tipo de Memoria la tarea de recuperacion de imagenes requiere de la
recuperacion de informacion de la Memoria a Largo plazo, generacion de la
imagen visual en la memoria de trabajo y la utilizacion de la informacion para
una decision (38). La tarea de mantenimiento de imagen requiere sélo los dos
tltimos procesos. La demandas del procesamiento de informacion requerida
por las tareas de exploracion y rotacion provino de la necesidad de transformar
la imagen visual de manera que pueda ser usada en la toma de decisiones.
(46). Todos estos procesos se encuentran comandados por una cascada de
neurotransmisores (GABA, Ach, dopamina, serotonina) y segundos mensajeros

(56).

El Morris Maze se ha utilizado para evaluar funciones cognitivas en ratas por
efecto de la melatonina en el estrés oxidativo en la memoria espacial (20),

comportamiento en diferentes fases del ciclo estral (60); rendimiento de la MEV
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en ratas machos insensibles a andrégenos. (25), para medir el efecto de
extractos hidroalcélicos en modelos de amnesia en ratones. (29) y para
demostrar el efecto a largo plazo de diferentes extractos de frutas y vegetales

en la funcion cognitiva (26).

[l.vi. Lepidium meyenii (Maca)

Generalidades:

Lepidium meyenii (Maca) es una Brassicaceae que crece exclusivamente entre
los 4000 y 4500 m sobre el nivel del mar en los Andes centrales, y es una
planta usada tradicionalmente en la medicina folclérica por las culturas
indigenas en Perd, registrado desde el siglo XVII.(59). Especificamente el
hipocotilo ha sido empleado por sus propiedades, tanto como energizante
como en el incremento de la fertilidad (6; 19-26).

La Maca habria sido domesticada por grupos humanos provenientes de la
selva peruana denominados “Pumpush”, que poblaron zonas como Cuncush
Runa en la meseta de Bumbush o Bombon, en la que se ubica la laguna de
Chinchaycocha o Junin. Las plantas ancestrales de la Maca habria sido una de
sus fuentes de alimento y el proceso de su domesticacion se habria iniciado
1200 afios antes de Cristo en los alrededores de San Blas. (60).

En el Departamento de Junin (Carhuamayo) se han descrito 13 variedades de
Maca diferenciandose por sus colores los cuales se encuentran desde el
blanco hasta el negro. La variedad de Maca encontrada con mas frecuencia en
la regidbn es la de color amarillo (47.8%), siendo la mas preferida

comercialmente. (73)
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Hasta hace pocos afos, la distribucion geografica de la maca ha estado
restringida a los alrededores de la laguna de Junin, en la sierra central del
Peru. Tradicionalmente las grandes areas de cultivo se encontraban en el
Departamento de Junin, en muchas comunidades de los distritos de Ondores,
Huayre, Carhuamayo, Tarma y Junin; y en el Departamento de Pasco en
Ninacaca, Yanachachi y Vicco. Recientemente su cultivo se esta extendiendo
a otros departamentos como Huancavelica y Ayacucho. Todas estas
localidades estan ubicadas en las zonas agroecoldgicas Suni y Puna, con una

elevacion entre los 3500 y 4500 m.s.n.m.

[l.vii. Ubicacion Taxondmica;

Esta clasificacion taxondmica fue basada segun Cronquist (1981):

DIVISION . Magnoliophyta

CLASE . Magnolipsida (Dicotiledoneas)

SUBCLASE IV . Dilleniidae

ORDEN . Capparales

FAMILIA . Brassicaceae

GENERO : Lepidium

ESPECIE . Lepidium meyenii Walpers.

NOMBRE VERNACULAR : “‘Maca”, “maka”, “maino”, “maca-maca”, “Ayak

L]

willku”, “ayak chichita”

12



Il.viii. Descripcion Botanica:

Lepidium meyenii Walp es una planta herbdcea y se caracteriza por la
formacién de una roseta de tallos Cortos y decumbentes con numerosas hojas
y que crece casi pegada al suelo, lo que le confiere una gran tolerancia a
heladas. Dentro del suelo la parte del tallo que se encuentra debajo de los
cotiledones (hipocétilo) adquiere una estructura carnosa que se integra con el
tejido radicular y termina en una raiz gruesa con numerosas raices laterales
absorbentes. Este hipocotilo- raiz es tuberoso, suculento y en forma de rabano
y es la parte comestible. Los cultivares de Lepidium meyenii Walp. (Maca) que
existen en la actualidad se diferencian mayormente por el color de los
hipocotilos-raices. Las hojas muestran dimorfismo, siendo mas largas en la
fase vegetativa y mas reducida en la fase reproductiva. Las flores son poco
notables, con 4 sépalos y cuatro pétalos blancos y pequefos, con dos o tres
estambres. El ovario es ovalado y bicarpelar con estilo corto. Las flores estan

agrupadas en racimos axilares. El fruto es una silicua con dos semillas. (59)

Il.ix. Composicién Bromatoldgica y fitoquimica

El resultado del analisis quimico bromatoldgico de la Maca negra deshidratada,
reportado por Dini y col (1994) fue: 7.7% de proteinas, 63.82% de
carbohidratos, 2.2 % de lipidos, 38.18 % de almidén, 4.95 % de fibra. Acidos
grasos libres como el acido linoleico, palmitico y oleico estuvieron presentes

en un 52.7%.
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La maca contiene también aminoacidos (mg/gr. proteina) como leucina (91.0
mg), arginina (99.4 mg), fenilalanina (55.3 mg), lisina (54.3 mg), glicina (68.30
mg) alanina (63.1 mg) valina (79.3 mg), isoleucina (47.4 mg), acido glutdmico
(156.5 mg) serina (50.4 mg) Yy &cido aspartico (91.7 mg). Otros aminoacidos
presentes pero en menor proporcion son la histidina (21.9 mg), treonina
(33.1mg), tirosina(30.6 mg), metionina (28mg), hidroxiprolina (26 mg), prolina
(0.5 mg) y sarcosina (0.70 mg). Minerales como Potasio 1000 mg % y hierro

86 (ppm) (13)

Ademas la maca presenta glucosinolatos aromaticos, en la que el principal

metabolito parece ser el bencilglucosinolato (14)

Sandoval y colaboradores (2002) demostraron que la Maca tiene capacidad de
remover radicales libres y proteger a las células del stress oxidativo. Estos
autores sugieren que la maca podria mantener el balance entre oxidantes y
antioxidantes reaccionando con los oxidantes y radicales libres, y protegiendo a

las células contra el peréxido de hidrogeno (H205).

Entre otros compuestos presentes en los hipocétilos de la maca se encuentran

la uridina y el acido malico (45). Igualmente se ha descrito en la maca la

presencia de prostaglandinas (13), flavonoides (79) y antocianinas (83).
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Il.x. Usos Bio-Farmacoldgicos

De acuerdo con la literatura cientifica la maca es un alimento que tiene un bajo
grado de toxicidad oral en el tratamiento agudo con animales, y baja toxicidad

celular in vitro (59)

Cabe resaltar que los hipocétilos de Maca se presentan en diferentes
cultivares. Esto depende del color externo, ademas los efectos biologicos son

diferentes. (18).

En modelos animales, particularmente ratas, se ha demostrado que la
administracion oral de maca (Lepidium meyenii) en el tratamiento agudo y
cronico mejora de forma considerable los parametros sexuales (6), incrementa
la actividad afrodisiaca (62) y activa la espermatogénesis (extracto alcohdlico)
(15). Ademas, el extracto acuoso de maca, tiene actividad antioxidante (68) y
previene la pérdida de la masa 6sea causada por deficiencia de estrégenos.
(80). También reduce la depresion y la ansiedad en varones (26) y mejora la

produccion y la motilidad de espermatozoides (22).

15
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[l. OBJETIVOS

l1l.i. Objetivos Generales:

e Evaluar el efecto del extracto atomizado de Lepidium meyenii en la

Memoria en ratones.

l1L.ii. Objetivos Especificos:

e Evaluar el peso corporal de los ratones después de 50 dias de

administracion del extracto atomizado de Lepidium meyenii.

e Evaluar el efecto del extracto atomizado de Lepidium meyenii después

de 50 dias de tratamiento en la Memoria Espacial Visual en ratones.
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V. MATERIALES Y METODOS

IV.i. Disefio Experimental.

Se utilizaron en total 61 ratones machos de dos meses y medio de edad.

La Memoria Espacial Visual fue evaluada con la prueba de nado de Morris
después de 50 dias de tratamiento, durante 5 dias, desde las 10 am hasta las
5 pm, tres veces por dia.

Previo al tratamiento 25 animales fueron sometidos a orquidectomia.

Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo a lo aceptado y
aprobado por el Comité de Etica en animales de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia basado en normas internacionales (52)

IV.ii. Preparaciéon del Extracto Atomizado de Lepidium meyenii

Lepidium meyenii maca del cultivar negro, fue obtenido de la ciudad de
Ninacaca - Pasco — Peri a 4140 m de altitud, y conservado a 0 °C. No se
utilizé pesticidas para su crecimiento y produccion.

El secado se realizd bajo corriente de aire en la misma ciudad de Ninacaca (sin

exposicién al sol y bajo sombra)
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Se utilizaron 500g de hipocotilos secos y pulverizados realizandose
posteriormente una extraccidn etandlica con alcohol etilico al 70% durante 72
horas y luego fueron atomizados por un proceso convencional. Posteriormente

se conservo en refrigeracion a - 4 °C.

IV. iii. Tratamiento

El tratamiento se realiz0 durante 55 dias con el extracto hidroalcohdlico
atomizado de Lepidium meyenii (MN) y el vehiculo (agua destilada),
administrado con una sonda oro-gastrica N° 18 (Fisher Scientific, Pittsburgh,

Pennsylvania).

La dosis administrada fue el equivalente de 1g de hipocotilo seco de MN* /Kg
de peso corporal que se administr0 via sonda orogastrica en 0.5 ml
diariamente, similar a un estudio realizado por Rubio (2006). El grupo control
recibio agua destilada. El tratamiento con MN o agua destilada se inici6 2

semanas después de la cirugia.

MN . Maca Negra.
MEV . Memoria Espacial Visual.
CTX :  Castrados. 18

SHAM . Ratones seudo perados.



IV.iv. Dosis

La dosis se prepard de acuerdo al siguiente calculo:

Dosis de hipocotilo seco de Maca Negra (MN) = 1 g MN/1Kg de peso.
Entonces:

1g. hipocétilo seco de MN ----------m-memmmmmememen 1000 g. Peso corporal
X 30 gr. Peso corp. prom
X=10.030 g. MN hipocétilo seco,
para un animal de 30 g de peso corporal.

En el proceso de atomizacion del hipocétilo seco de Maca Negra se obtuvo
que:

1 g MN hipocétilo seco  -------------- 0.1338 g. MN atomizada.
Por lo tanto en lo administrado para un animal de 30 g de peso se calcul6 de la

siguiente manera:

1 g MN hipocotilo seco ™ -------------- 0.1338 g. MN atomizada.
0.030 g. MN hipocotilo seco  --------------=----- X

X=0.004014 g de MN atomizada que recibio cada animal de 30 g

de peso corporal promedio.

La administracion de esta dosis de MN atomizada fue disuelto en agua

destilada, cuyo volumen fue 0.5 ml por via oral.

MN . Maca Negra.
MEV . Memoria Espacial Visual.
CTX . Castrados.
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IV.v. Animales

Se utilizaron 61 ratones machos de dos meses y medio de edad, de la cepa
Swiss, cuyos pesos fluctuaban entre 30g y 34g que fueron obtenidos del
Bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y mantenidos en un
medio con 12 h luz/12 h oscuridad, temperatura de 22°C + 2°C; alimentacién
balanceada y agua ad libitum.

Basado en un estudio similar (66) se consideraron como minimo 6 animales
por grupo.

Para evaluar el peso corporal antes y después de tratamiento los animales
fueron agrupados en 4 grupos:

e Sham MN?
e Sham
e Castrado MN

e Castrado

Los grupos evaluados para la Memoria Espacial Visual fueron 5:

e Castrados con Maca Negra (MN)
e Castrados sin tratamiento

e Sham con Maca Negra (MN)

e  Sham sin tratamiento

e  Sin Operar

El nimero de animales obtenidos inicialmente fue de 70. Sin embargo,
durante el mantenimiento de estos animales el nimero disminuyé debido a
factores como: tumores, canibalismo y fuga antes del tratamiento. La cirugia

s6lo produjo la pérdida de 3 animales. Por esa razon, los grupos no

presentaron un numero homogéneo de individuos.

MN : Maca Negra.

MEV . Memoria Espacial Visual. 20
CTX . Castrados.

SHAM . Ratones seudo perados.



IV.vi. Castracién — Orquidectomia

En el estudio se realizd orquidectomia a 25 ratones, debido a que, de acuerdo
con la literatura, es uno de los modelos mas usados in vivo para producir los
efectos pato fisiolégicos andropausicos (48). Por lo tanto, la castracidén

permitiria que se evidenciaran estos efectos (33; 32).

Los ratones fueron anestesiados con una dosis de 40 mg/Kg de Halatal (via
intraperitoneal) y 0.5 ml de Lidocaina (via subcutanea). Una vez anestesiado el
animal se procedié a hacer una incision en la parte inferior ventral extrayendo
los testiculos (sin epididimo), previa sutura de la arteria. Se cosi6 el musculo, la
capa subcutanea y luego la piel. En el grupo Sham sélo se realizé una incisiéon
e inmediatamente se realizo el cierre. Se limpidé la zona de la cirugia con
alcohol yodado y se aplico una crema antibittica. Se dejé recuperar al animal

durante 24 horas antes de colocarlo en su respectiva jaula.

Haterial de diseccion

e C__D
Suturas “""'HH—’ U

,

A E Il _
Camara de anestesia
Camara de recuperacion (W]
/ e —

Ilustracion 1: Orquidectomia
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IV.vii. Evaluacién de la Memoria Espacial Visual (MEV): Prueba Morris

Maze.

Se aplicé esta prueba a 61 ratones. Los ratones fueron colocados en la
piscina durante cinco dias, de acuerdo con la metodologia descrita (51.

Esta prueba para ratones, fue adaptada del paradigma original descrito por
Morris (51). Se realizd en una piscina circular de color negro (65 cm de
didmetro, 45 cm de alto) llena de agua cubriendo, por encima de 1 cm, a la
plataforma de escape (6 cm de didmetro y 24 cm de alto). La piscina fue
dividida en 4 cuadrantes imaginarios y en uno de los cuadrantes se coloco la
plataforma de escape. La plataforma provee al raton el Unico lugar de escape
dentro de la piscina y estuvo colocada en el mismo cuadrante durante todos los

dias que duro la prueba.

6 cm
diametro

} 65 cm |

iiametro

[lustracion 3: Morris Maze
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La temperatura del agua fluctuaba entre 26 + 1°C, a la cual se le agrego
colorante vegetal azul (colorante inocuo Elyazan S. A. Autorizacién Sanitaria
S25013N NAEYSA DIGESA R. I. 15-225-49-G.). Las figuras colocadas
alrededor de la piscina fueron estaticas: Triangulo verde, Circulo azul,

Cuadrado rojo.

Tres diferentes puntos de inicio alrededor del perimetro de la piscina fueron
asignados para los tres entrenamientos diarios por cada raton. Se realizaron
tres pruebas por dia durante 5 dias consecutivos; en cada uno de los cinco
dias de prueba todos los puntos de inicio fueron aleatorios. Los objetos y/o
imagenes que se encontraban en la habitacion, donde se realizo la evaluacion,
no fueron cambiados. Todos los entrenamientos, para esta prueba, fueron
realizados por el mismo investigador y a la misma hora (entre las 10:00am y

5:00pm.)

Las pruebas empezaron colocando al animal en el agua mirando la pared de la
piscina en cualquiera de los puntos de inicio. Si el animal no llegaba a la
plataforma dentro de 120 segundos era colocado suavemente sobre la
plataforma por 15 segundos. El intervalo entre cada ensayo para el mismo

raton fue de 5 a 10 minutos.
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La memoria espacial se midio con la variable Latencia de Escape (que es el

tiempo en segundos que demora el raton en llegar a la plataforma).

IV.viii. Analisis Estadistico

El andlisis se realiz6 utilizando el programa estadistico SPSS (versionl12).

Los resultados fueron mostrados como la Media * Error Estandar. Las
variables fueron analizadas por analisis de varianza (ANOVA) de un factor. El
analisis paramétrico (se conoce la media y desviacion estandar de los grupos)
para la comparacién de medias entre los grupos se realizd con la Prueba T-
student. En el ANOVA cuando el valor de P< 0.05, era considerado significativo
estadisticamente. Cuando el valor de “P” era significativo se procedia al
analisis con Post Hoc Scheffé, para determinar entre qué pares de combinacion

habia diferencias.
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V. RESULTADOS

V.i. EFECTO DE LA CASTRACION Y DEL TRATAMIENTO CON
EXTRACTO ATOMIZADO DE MACA NEGRA EN EL PESO CORPORAL.

TABLA 1: Peso corporal antes y después del experimento. Los datos fueron
expresados en gramos (Media £ ES). n total = 61. SHAM: ratones seudo operados.
SHAM MN: ratones Sham tratados con Maca Negra. CTX: ratones Castrados. CTX
MN: ratones Castrados y tratados con Maca Negra.

Grupo Peso Inicial Peso Final
SHAM (n=19) 30.63 £ 0.70 ab 32.84 £ 0.59 *c
SHAM MN (n=17) 34.12 £ 0.67 32.88+0.65 ¢
CTX (n=14) 30.71+0.4 ab 30.79 + 0.68
CTX MN (n=11) 34.27 +0.52 32.64+0.74 *

* (p<0.05) con respecto al peso inicial. NUmero de animales por grupo en paréntesis.
a. P <0.05 con respecto al grupo CTX MN en el mismo dia.
b. P <0.05 con respecto al grupo SHAM-MN en el mismo dia.
c. P <0.05 con respecto al grupo CTX MN en el mismo dia.

Efecto de la Castracion.

La Castracion en el grupo no tratado no varié el peso corporal final con

respecto al peso corporal inicial. (Tabla 1).

Efecto del tratamiento con extracto atomizado de Maca Negra.
El tratamiento con extracto atomizado de MN disminuyé el peso corporal final

con respecto al peso corporal inicial, tanto en animales normales como en

castrados. (p<0.05).

25



FIGURA 1: Comparacion de los pesos corporales de ratones tratados con el
Extracto Atomizado de Lepidium meyenii (MN) durante 50 dias de tratamiento.
Los datos fueron expresados en gramos (Media + ES). n = 61. SHAM: ratones seudo
operados. SHAM MN: ratones Sham tratados con Maca Negra. CTX: ratones

Castrados. CTX MN: ratones Castrados y tratados con Maca Negra.

Peso Corporal

36

W Peso inicial

gramos

W Peso final

SHAM SHAM MN CTX CTX MN

* (p<0.05) con respecto al peso inicial.
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V.v. EFECTO DEL EXTRACTO ATOMIZADO DE MACA NEGRA EN LA
MEMORIA ESPACIAL VISUAL (MEV) EN LA PRUEBA DE NADO MORRIS
MAZE DURANTE LOS CINCO DIAS DE ENTRENAMIENTO.

TABLA 4: Latencia de Escape en los cinco dias de entrenamiento usando
Morris Maze. Los datos fueron expresados en tiempo en segundos (Media + ES;

tres pruebas por dia). n total = 61. SHAM: ratones seudo operados. SHAM MN:

ratones Sham tratados con Maca Negra. CTX: ratones Castrados. CTX MN: ratones

Castrados y tratados con Maca Negra.

Grupo \ Diade Ent. 1° 2° 3° 4° 5°
Sin Operar “a b “a - e
(n=9) 94.389 +8.485 | 44.110 +7.881 | 40.667 +8.269 | 38.852 +10.117 | 28.000 *6.223
Sham * ab *a *a *a
(n=10) 107.967 +5.837 | 40.900 +10.424 | 29.133 +5.158 | 29.050 +5.193 | 27.133 +6.344
Sham MN * *.a *.a *.a
(n=17) 100.069 +3.644 | 76.981 +6.543 | 38.844 +5898 | 30.980 +7.293 | 21.656 + 3.387
Castrados * * * *
(n=14) 101.416 +6.106 | 91.738 +6.490 | 79.941 +10.081 | 62.571 +11.868 | 59.691 + 12.045
Castrados MN * *.a * *,a
(n=11) 101.727 +6.479 | 77.712 £10.181 | 49.848 +90.684 | 37.818 +9.747 | 27.304 +9.866

Total de animales que participaron en esta prueba en paréntesis. Tiempo medido en segundos

* p <0.05 con respecto al 1°dia.
** p< 0.05 con respecto al 5° dia.

a. P <0.05 con respecto al grupo Castrados en el mismo dia.

b. P <0.05 con respecto al grupo Castrados MN en el mismo dia

En la Tabla 4 se observa que a partir del segundo dia de entrenamiento, el

tiempo de latencia de escape disminuy6 en los animales normoandrogénicos
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(p<0.05); mientras que en los animales andropadusicos, sucedié a partir del

cuarto dia (p<0.05).

Como era de esperarse, los grupos No castrados presentaron un menor tiempo
en la Latencia de Escape a partir del segundo dia de prueba con respecto al
primer dia (p<0.05).

En el tercer dia debia esperarse que los ratones Castrados tuvieran mayor
tiempo en la Latencia de Escape que los grupos de ratones que no fueron
Castrados, debido a la ausencia de andrégenos. Sin embargo, el tratamiento
con Maca Negra permitié que se evidenciara un menor tiempo en la Latencia
de Escape con respecto al grupo castrado sin tratamiento (p<0.05), revirtiendo

el efecto de la castracion y potenciando la Memoria Espacial Visual.

Este efecto fue similar al estudio de Rubio y colaboradores en el 2008 realizado

en ratonas OVX, utilizando la misma prueba.
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FIGURA 5: Efecto del Extracto Atomizado de Lepidium meyenii (MN) en la

Latencia de Escape durante los cinco dias de entrenamiento. Los datos fueron

expresados en tiempo en segundos (Media + ES; tres pruebas por dia). n total = 61.

SHAM: ratones seudo operados. SHAM MN: ratones Sham tratados con Maca Negra.

CTX: ratones Castrados. CTX MN: ratones Castrados y tratados con Maca Negra.

120
100
80
60
40
20

Latendcia de Escape (seg)

Memoria Espacial Visual - Morris Maze

]

* —+—Sin Operar
\ 1\ L '|' I | —&—Sham
\a\ 1 J_ Sham MN
» g: Castrados
: - *— Castrados MN
1 2 3 4 5

Dias de entrenamiento

*

. p<0.05 con respecto a todos los grupos en el quinto dia.

En la Figura 5 se observa claramente la tendencia a disminuir, en el tiempo, la

Latencia de Escape, en todos los grupos, mientras transcurrian los dias de

Entrenamiento; exceptuando al grupo Castrado sin tratamiento, que presenté

diferencias significativas con respecto a todos los demas grupos, en el quinto

dia de prueba. (P<0.05). Esto demuestra por lo tanto, que la Maca Negra

favorece la Memoria Espacial Visual en ratones deficientes de andrégenos,

revirtiendo el efecto de la castracion.
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VL. DISCUSION

En el presente estudio se ha querido resaltar la importancia de los andrégenos,
particularmente en la  funcidon cognitiva; cuéles son los efectos de la
disminucion de andrégenos en los niveles séricos en la etapa de
envejecimiento (56) por medio de la castracion; ademas de enfatizar la
importancia que tiene la alternativa terapéutica de la medicina tradicional con el
uso de plantas con poder curativo para este tipo de deficiencias. (42; 42, 43;

59)

El Perd cuenta con una amplia gama de plantas medicinales que aun no han
sido bien estudiadas cientificamente (59). Muchas de estas plantas crecen en
zonas altoandinas y vienen siendo consumidas por los pobladores de estas
zonas, hace cientos de afos (57). Lepidium meyenii (Maca) es una de ellas; y
precisamente esta planta tradicional de los andes peruanos tiene diferentes
propiedades terapéuticas. (19-26; 6; 68; 81; 80); y, especificamente en su
cultivar Negro ha demostrado que tiene efectos beneficiosos sobre la memoria.

(50)

De acuerdo con los resultados (TABLA 1), la Maca Negra no produjo
sobrepeso en los grupos tratados. Por el contrario, se observdé una
disminucién en el peso corporal, siendo los resultados significativos para el
grupo Castrados tratados con Maca Negra (CTX MN) debido a la ausencia de
génadas, al estrés, o a un efecto de la maca, como se ha observado en la

poblacién de Carhuamayo que tradicionalmente cultivan y consumen Maca Yy
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gue presenta menor indice de masa corporal que la poblacién que no consume

maca. (Gonzales GF. Comunicacion personal, 2010).

A medida que se realizaba las sesiones de entrenamiento para evaluar la
Memoria Espacial Visual, el grupo de animales no castrados (grupo Shamy el
grupo Sin operar), relacionaban los objetos y la ubicacion especifica donde se
localizaba la plataforma, permitiéndoles recordar con mayor facilidad, v,
mientras transcurrian los dias, los animales demoraban menos en llegar a la

plataforma como se ha visto en estudios anteriores (70).

Se sabe que la castracion afecta la Memoria Espacial Visual deteriorandose la
retencion (33; 54) debido a la caida de androgenos (32; 15). Esta caida,
produce pérdida de sinapsis en el hipocampo, causando cambios en la
neurotransmision de la corteza prefrontal (32), déficit progresivo de la memoria
y aprendizaje, degeneracion del sistema nervioso central colinérgico y
monoaminérgico, excesivo estrés oxidativo en el cerebro y el desbalance entre

diferenciacion y apoptosis. (72).

En este experimento, el modelo de castracion funciondé como control similar a
los resultados que se obtuvieron en estudios anteriores (48; 54). Los ratones
castrados tuvieron un tiempo de latencia de escape mayor con respecto a los
demas grupos después de cinco dias de entrenamiento debido a que no
presentaban una produccion normal de andrégenos, y es conocido que estas
hormonas después de convertirse in situ a estradiol por la enzima aromatasa

(63), se unen a receptores especificos en el hipocampo, que estan
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estrechamente ligados a las capacidades de memoria y aprendizaje (36; 84).
Por lo tanto, los estrogenos afectan é&reas del cerebro que no estan

involucradas principalmente en la reproduccion (85).

El 80 % de estradiol circulante en machos no se origina de los testiculos, si ho
de la aromatizacién de la testosterona que ocurre en la periferia o areas
cerebrales relacionadas a la memoria visual como la corteza frontal y el

hipocampo (3; 53).

Se sabe que la terapia de reemplazo hormonal mejora el déficit de androgenos
en hombres en edad avanzada (4; 54; 47; 28), y que los estrogenos exogenos
revierten el efecto de la andropausia, mejorando significativamente la Memoria
Visual y revirtiendo los efectos neurotdxicos causado por la privacion de

androgenos (4).

Los estrégenos exdgenos son mediados por la expresion diferencial de a-
receptores de estrogenos versus los - receptores de estrégenos en
estructuras cerebrales que activan o inhiben los mecanismos de muerte celular

(48).

Ademas, en la literatura se ha demostrado que existen plantas con actividad
estrogénica que ademas presentan compuestos fitoquimicos denominados

fitoestrogenos, que mejoran la memoria y el aprendizaje (37).

Los fitoestrogenos son moléculas presentes en muchas plantas que son

estructuralmente y funcionalmente similares al estradiol (con una estructura
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difendlica no esteroidea) y tienen la capacidad de unirse selectivamente a los

receptores de estrogenos (39).

Los fitoestrégenos que se han estudiado profundamente y que se encuentran
en mayor cantidad son los de la soja (71). En la soja estos fitoestrégenos son
isoflavones que presentan una gran afinidad para unirse mayormente a los
receptores beta estrogénicos que a los receptores alfa, optimizando el
aprendizaje espacial (62). Ademas se ha encontrado alta cantidad de
isoflavones en regiones cerebrales (corteza frontal y cerebelo) que expresan
este subtipo de receptores y que se encuentran muy relacionadas con proceso
de aprendizaje y memoria. (44; 48). Por lo tanto, animales que ingieran dietas
con alto contenido de fitoestrogenos estan continuamente expuestos a

compuestos activos que influyen su sistema endocrino. (8)

Lepidium meyenii presenta compuestos fitoquimicos como glucosinolatos y
polifenoles (34; 45); asi como también acidos grasos saturados e insaturados,
saponinas Yy fitoestrogenos (1). Estos ultimos pueden revertir los efectos del
envejecimiento y potenciar funciones cognitivas (37; 32; 26). Estos
fitoestrogenos son esteroles como el betasitosterol, el campesterol, y el
estigmasterol (81). Todos ellos llevan como base la estructura del
ciclopentanoperhidrofenantreno, comudn a las hormonas esteroideas (25). Por lo
tanto el consumo de Maca estaria relacionado con la ingesta de compuestos

activos similares a los estrégenos.
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Ademas, de acuerdo con la literatura, los fitoestrogenos juegan un rol
importante sobre las hormonas sexuales, normalizando la secrecion de las

mismas (57).

Probablemente, los metabolitos de la Maca Negra estarian actuando a nivel de
los receptores beta estrogénicos, como en otras plantas con actividad
estrogénica (37). Algunos autores soportan esta idea debido al contenido de
triterpenos  esteroides presentes en la Maca (40). Estos compuestos no
ejercen una actividad androgénica directa ya que no pueden regular el
elemento respuesta a glucocorticoides (GRE). (6). Sin embargo otros autores
sefialan que existen componentes de la Maca que tienen actividad

fitoandrogénica y que se unen a receptores androgénicos (AR). (55).

La Maca Negra consumida oralmente estaria actuando también como
fitoprotector neuronal en el desarrollo cognitivo, como lo observado con las

dietas de Soja, Fresa y Espinaca (37; 35).

En este estudio no se midieron los niveles séricos de testosterona o estradiol;
no se utilizaron controles tratados con testosterona o estradiol exdgenos por el
tiempo de tratamiento, tampoco se hicieron estudios histolégico en las areas
cerebrales mencionadas para evaluar la expresion de receptores estrogénicos
o cuantificar los fitoestrégenos presentes en estas areas; pero se sabe que la
Maca no afecta los niveles séricos de estradiol en ratas macho después de 42
dias de tratamiento (24; 64); y que los resultados sugiere que ciertos
metabolitos de Maca Negra podrian estar actuando como moduladores en los
receptores estrogénicos en areas cerebrales involucradas con la memoria

Visual alterando la actividad neural, esencial para el aprendizaje y la memoria,
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produciendo un efecto similar a la terapia de reemplazo hormonal (33). No
obstante, se necesita realizar estudios detallados a nivel molecular para

corroborar dicha afirmacion.

No se descarta la posibilidad de que los esteroides gonadales u otras
sustancias producidas por los testiculos puedan tener alguna influencia
adicional. Es necesario realizar investigaciones a nivel molecular en zonas
cerebrales relacionadas con el aprendizaje y la memoria; ademas de una
evaluacion detallada utilizando diferentes tipos de extractos de Maca Negra
para identificar los metabolitos especificos y los posibles mecanismos de

accion que estarian involucrados en los procesos de memoria y el aprendizaje.
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VII.  CONCLUSIONES

1. El extracto atomizado de Maca Negra (dosis de 1g de MN /Kg de peso

corporal) disminuye el peso corporal después de 50 dias de tratamiento.

2. La Maca Negra mejora la Memoria Espacial disminuyendo el tiempo de

Latencia de Escape en la Prueba de nado “Morris maze” revirtiendo el

efecto de la castracion en ratones deficientes de androgenos.
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VIIl. RECOMENDACIONES

1.- Es necesario realizar investigaciones a nivel molecular en el modelo
experimental, referente a receptores en el hipocampo, en la corteza frontal

y en otras areas involucradas con la memoria y aprendizaje.

2.- Debe realizarse una evaluacion detallada utilizando diferentes tipos de
extracciones de Maca Negra para identificar los metabolitos especificos y
los posibles mecanismos de accion que estarian involucrados en estos

procesos.
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MN : Maca Negra.

MEV : Memoria Espacial Visual.

CTX : Castrados.

SHAM : Ratones seudo perados.
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