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RESUMEN

Introduccion: El consumo excesivo de hierro en el mundo ha creado preocupacion por
el riesgo de sobrecarga de hierro (SCH) en los tejidos. Un estudio en nuestro laboratorio
ha demostrado que ratones que consumen dosis crecientes de sulfato ferroso aumentan
los niveles de glucemia a los 30 dias de tratamiento en funcion dosis-respuesta.
Igualmente hemos demostrado que la maca negra (Lepidium meyenii) puede reducir el
impacto negativo de la estreptozotocina, firmaco que produce diabetes mellitus.
Objetivo: Evaluar el efecto del extracto hidroalcoholico de maca negra (EHMN) sobre
los marcadores bioquimicos metabélicos (glucosa, insulina e Indice HOMA) asociados
al desarrollo de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) en un modelo de ratas inducidos a SCH.
Materiales y métodos: Estudio experimental con 24 ratas Holtzman divididas en 4
grupos: control (dH20), sobrecarga de hierro (SCH), SCH + maca negra (5 mg de
EHMN/I mL de agua), y SCH + metformina (24.3 mg de MET/1 mL de agua). Se
administr6 1 mL de FeSO4 (7.5 mg de Fe elemental/kg/dia) durante 4 semanas. Los
tratamientos con maca negra y metformina se administraron por 14 dias. Se midi6 la
glucosa en sangre con métodos colorimétricos y, por tltimo, en el dia 44, se extrajo sangre
para la evaluacion de los niveles de insulina y posterior calculo de HOMA-IR y HOMA-
BETA. Las medias entre grupos se compararon usando Resultados: Todos los grupos
inducidos a SCH durante 30 dias elevaron la glucemia significativamente (p=0.024), a
excepcion del grupo control (dH20) (p=0.315). El grupo 3, SCH + EHMN, después del
periodo de tratamiento con EHMN, redujo sus valores de glucemia en 25.8 mg/dL
(p=0.001), presentando resultados similares al grupo 4 (SCH + MET), el cual redujo sus
valores en 24.5 mg/dL (p=0.001). En el dia 44, no se observaron diferencias significativas
en los valores de insulina entre los grupos (p=0.133). Asimismo, el HOMA-IR mostr6
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos SCH y SCH+EHMN (p=0.018);
mientras que, los valores de HOMA-BETA presentaron significancia entre los grupos
control y SCH (p=0.030). Por otro lado, todos los grupos presentaron un incremento
significativo de peso corporal durante la etapa de induccién a SCH; sin embargo, el grupo
SCH + EHMN no incrementd significativamente su peso después de la fase de
tratamiento (p=0.102). Palabras claves: Sobrecarga de Hierro, maca negra, glucosa,

insulina, metformina.



ABSTRACT

Introduction: Excessive consumption of iron in the world has raised concerns about the risk of
tissue iron overload (SCH). A study in our laboratory has shown that mice consuming increasing
doses of ferrous sulfate increase blood glucose levels 30 days after treatment in a dose-response
function. We have also shown that black maca (Lepidium meyenii) can reduce the negative impact
of streptozotocin, a drug that causes diabetes mellitus. Objective: To evaluate the effect of black
maca hydroalcoholic extract (EHMN) on metabolic biochemical markers (glucose, insulin and
HOMA Index) associated with the development of type 2 Diabetes Mellitus (DM?2) in a rat model
induced to SCH. Materials and methods: Experimental study with 24 Holtzman rats divided into
4 groups: control (dH20), iron overload (SCH), SCH + black maca (5 mg of EHMN/1 mL of
water), and SCH + metformin (24.3 mg of MET/1 mL of water). 1 mL of FeSO4 (7.5 mg of
elemental Fe/kg/day) was administered for 4 weeks. Treatments with black maca and metformin
were administered for 14 days. Blood glucose was measured using colorimetric methods and
finally, on day 44, blood was drawn for evaluation of insulin levels and subsequent calculation of
HOMA-IR and HOMA-BETA. The means between groups were compared using ANOVA and
then the Scheffé post hoc test was applied. Results: All groups treated with SCH for 30 days
showed a significant increase in blood glucose (p=0.024), with the exception of the control group
(dH20) (p=0.315). Group 3, SCH (days 1 to 30) + EHMN (days 31 to 44), after the EHMN
treatment period, reduced their blood glucose levels by 25.8 mg/dL (p=0.001), showing similar
results to group 4 (SCH + MET), which reduced its levels by 24.5 mg/dL (p=0.001). On day 44,
no significant differences in insulin levels were observed between the groups (p=0.133).
Furthermore, the HOMA-IR showed a statistically significant difference between the SCH and
SCH+EHMN groups (p=0.018); while the HOMA-BETA showed significance between the
control and SCH groups (p=0.030). On the other hand, all groups showed a significant increase
in body weight during the SCH induction phase; however, the SCH + EHMN group did not
significantly increase its weight after the treatment phase (p=0.102). Key words: Iron Overload,

Black Maca, Glucose, Insulin, Metformin.



INTRODUCCION

En el ano 2017, se establecido la Norma Técnica Sanitaria (NTS) N°134-2017
“Norma técnica para el manejo terapéutico y preventivo de la anemia en nifos,
adolescentes, mujeres gestantes y puérperas” del Ministerio de Salud (MINSA)
en la poblacion peruana, donde se detall6 el procedimiento para la suplementacion

con hierro tanto en personas anémicas como no anémicas (1).

La suplementacion se enfocd principalmente en poblaciones vulnerables, es asi
que, en el caso de infantes, para un 6ptimo crecimiento y desarrollo de 6rganos,
se priorizaba una suplementacion de 2 mg de hierro/kg de peso corporal para nifios
menores de 6 meses seguido de la administracion de micronutrientes desde los 6
meses hasta los 3 afios. Por otro lado, a las gestantes se les brindaba 60 mg de
hierro elemental a partir de la semana 14 de gestacion y 120 mg de hierro
elemental si el inicio del control prenatal ocurria después de la semana 32 (1), con
la finalidad que durante el embarazo se transfiera 360 mg de hierro hacia el feto y
se cubra el consumo de 450 mg de este metal para el feto, la placenta y el parto
(2). Asimismo, se indicaba que las puérperas debian ser suplementadas con una

dosis de 60 mg de hierro elemental (1).

Actualmente, la NTS N° 213-2024 “Norma Técnica de Salud: Prevencion y
control de la anemia por deficiencia de hierro en el nifio y la nifia, adolescentes,
mujeres en edad fértil, gestantes y puérperas” ha derogado la NTS N°134-2017,
no obstante, no presenta cambios en la dosis recomendada de suplementacion para
el manejo preventivo de las poblaciones vulnerables antes mencionadas (3). Por
lo que, esta nueva NTS no estaria enfocandose en las evidencias controversiales a
la salud como la sobrecarga de hierro (SCH) que generaria el manejo preventivo

con hierro en poblaciones vulnerables (4).

Al consumir los suplementos brindados en el manejo preventivo contra la anemia,
se administra hierro organico o heminico (Fe?"); mientras que, en la dieta también
lo pueden ingerir de forma inorganica o no heminica (Fe*"); donde el heminico
ingresa al enterocito mediante el transportador Heme Carrier Protein 1 (HCP1), y
el no heminico por el transportador de metales divalentes (DMT1). Para la
absorcion de hierro no heminico, este debe reducirse por el citocromo B duodenal

y en un medio 4cido, y una vez dentro del enterocito debe metabolizarse por la
3



hemo oxigenasa HO-1 para posteriormente ser exportado a la sangre a través de
la ferroportina y ser oxidado nuevamente por accion de la hefestina, con la
finalidad de ser transportado por la transferrina (Tf) como ion férrico hacia los
tejidos junto al hierro proveniente de la degradacion de la hemoglobina (sistema

monocito-macr6fago) (5).

Este ingreso a la circulacion va a ocurrir solo si hay necesidad del organismo y se
ha reducido los niveles de hepcidina sérica. Si no ocurre ello, el hierro dentro del
enterocito es almacenado en la ferritina hasta su utilizacion, proceso que, si no se
lleva a cabo en el tiempo de vida del enterocito, este hierro es liberado a la luz

intestinal y progresa hacia el intestino grueso (5).

Los distintos tejidos tienen un receptor para transferrina (RTf) donde se une la Tf
para luego formar el complejo RT{-Tf que sera endocitado con la finalidad de que
el hierro sea reducido nuevamente por la metalorreductasa en el citosol para
cumplir distintas funciones, tales como la sintesis del grupo hemo y su
almacenamiento en complejos multiméricos de ferritina (marcador inflamatorio

de fase aguda y marcador de los niveles de reservas de hierro en los tejidos) (5).

Para la regulacion del metabolismo del hierro, las proteinas involucradas en la
absorcion y almacenamiento del metal son reguladas post-transcripcionalmente
mediante la interaccion entre las secuencias IRE (elemento de respuesta al hierro)
ubicados en el ARNm que codifica para proteinas como DMT1, ferroportina, RTf,
con las proteinas reguladoras del hierro (IRPs: IRP1 y IRP2). Esta interaccion
aumenta cuando los niveles de Fe intracelular disminuyen e inhibe que el ARNm
que codifica para ferritina sea transcrito, con la finalidad de aumentar la absorcion
y disminuir el almacenamiento. En el caso contrario, cuando los niveles de Fe
intracelular aumentan, no se lleva a cabo esta interaccion, causando que el ARNm
de DMTI1 y RTf se degraden y se da la traduccion de ferritina, disminuyendo la

absorcion y aumentando el almacenamiento (6,7).

Por otro lado, se tiene el papel de la hepcidina (Hp) sintetizada principalmente por
los hepatocitos, tejido adiposo, corazon, placenta y rifiones, como hormona
reguladora de la biodisponibilidad del hierro, pues controla el flujo de hierro

proveniente de la dieta a la sangre a través de los enterocitos, y de la liberacion de



hierro de los macréfagos que proviene de los hematies senescentes y de los

depositos (higado y bazo) (8, 9).

La produccion de Hp esta regulada por los niveles de Fe extracelular, depositos y
en otros casos por procesos inflamatorios, donde esta hormona es producida a
nivel hepatico en respuesta a la IL-6 para actuar como una proteina de fase aguda
que inhibe a la ferroportina I para disminuir la absorcion intestinal de hierro; y por
otro lado, aumentar su captacion y almacenamiento por los macrofagos y el higado
(aumento de ferritina), ademas de la inhibicion de la liberacion de este mineral
hacia la Tf (8,9). Cuando los niveles de Fe intra y extracelular se elevan tras una
continua sobreingesta de Fe, una suplementacion no requerida o por problemas
genéticos, la produccion de esta hormona peptidica aumenta para evitar la
absorcion y sobre todo liberacion de depositos. Esta regulacion se da mediante la
reduccion en la expresion de los transportadores de la membrana apical DMT1 y
HCP1; e internalizacion de la ferroportina de la membrana transmembrana, con la
finalidad de disminuir la exportacion de hierro a partir de los enterocitos,
macrofagos y hepatocitos hacia la sangre y aumentando los niveles del metal a

nivel intracelular (6,7).

Cuando no se logra la homeostasis de hierro mediante las vias metabdlicas
anteriormente descritas, el exceso de hierro es considerado un riesgo potencial
para la salud, ya que es inexistente la excrecion de hierro fisioldgicamente, y solo
puede reducirse de 1 a 2 mg de hierro o <0,05% por la pérdida de sangre y la
descamacion de células (10). Sumado a ello, se ha demostrado que la SCH
dismetabolica caracterizada por un maximo en la saturacion de Tf (>50%),
indicador de hemocromatosis, estd asociada a un deterioro en la capacidad de
respuesta de la Hp, lo que genera una resistencia a esta hormona y pierde su
efectividad de limitar la absorcion y liberacion de hierro (11) como en situaciones
inflamatorias, donde a pesar de que la hepcidina esté elevada no bloquea por
completo a la entrada de hierro a los tejidos, proceso ejemplificado en Rivera J.
(2024) donde tras 5 mg Fe elemental de sulfato ferroso (FeSO4)/kg de peso
corporal en ratones se ve efecto a nivel organico, en el higado y niveles de glucosa,
por el continuo ingreso del hierro generando un riesgo de SCH intracelular (12).

Por lo tanto, la regulacion de la absorcion, distribucion y utilizacion de hierro es

5



indispensable para evitar enfermedades de gran intensidad requiriendo atencion

médica intensiva (6).

El efecto de SCH se ha visto asociado a un mayor desarrollo de resistencia a la
insulina (RI), ya que modifica la sensibilidad a la insulina generando una
disminucién de la captacion y el transporte de glucosa (13). Esta alteracion en la
homeostasis de la insulina se debe al deterioro de la funcionalidad de las células
B de los islotes Langerhans por causa de la toxicidad de los acidos grasos libres y
citoquinas inflamatorias (14), debido al dafio oxidativo, con mayor frecuencia por
el radical més reactivo de oxigeno (*OH) proveniente de la reaccion de Fenton
(15, 16) y actta sobre los componentes celulares como lipidos, proteinas y acidos
nucleicos, produciendo asi cambios funcionales y bioquimicos como es la

produccion y excrecion de insulina (17).

La situacion se agrava cuando se tiene en cuenta que las células B tienen una
cantidad relativamente menor de enzimas antioxidantes, como la catalasa y

glutation peroxidasa a comparacion de otros organos (17, 18).

Otra explicacion frecuente que se tiene frente a esta asociacion es el
desencadenamiento del flujo autofagico en etapa tardia de la SCH, lo que conduce
a la RI mediante la activacion del bloqueo del complejo mTOR1 (mTORC1) en
los autolisosomas, el represor mas potente de la autofagia en respuesta al estrés,

afectando la reforma y nimero de lisosomas (19).

De esta manera, las células B pierden la capacidad de defensa ante el estrés
oxidativo y la relacion radical ascorbilo/anion ascorbato (Ao/AH"), indicador de
estrés oxidativo, cada vez incrementa, lo cual se evidencid en un estudio realizado
por Jaccard, et al. donde tras una infusion de 1000 mg de carboximaltosa férrica
en mujeres, los valores de dicha relacion aumentaron en el dia 14 (20).
Posteriormente, se descubridé que la acumulacion excesiva de hierro sistémico
proveniente de la ingesta también estd asociada a Diabetes Mellitus tipo 2 (DM?2)
(21), como lo demostrado en el estudio de cohortes realizado en China por Gao,

et al. (22).

Ademas, una SCH podria estar alterando las vias metabdlicas de lipidos, como lo

observado en una induccion a SCH aguda en ratones donde aumentaron los
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niveles de triglicéridos séricos y del colesterol de lipoproteinas de baja densidad
(LDL), ademas, de una disminucién del colesterol de lipoproteinas de alta
densidad (HDL); al disminuir la expresion de adiponectina, hormona que

promueve el catabolismo de lipidos (23).

Por otro lado, diversos estudios han evidenciado que la maca (Lepidium meyenii),
planta altoandina originaria de Peru, presenta diversos efectos biologicos en la
fertilidad (24-26), memoria (27), disminucion de los sintomas de la menopausia
(27), anti-estrés oxidativo (28, 29), y antifatiga debido principalmente al N-
bencil-hexadecanamida (NBH) (30), que aument6 las rutas relacionadas a las
oxidacion de la glucosa, como los niveles de glucdgeno hepatico y la regulacion
positiva NAD+/NADH, junto a la disminucion de los niveles de lactato

deshidrogenasa, nitrégeno ureico y amoniaco (28-30).

Asimismo, el fenotipo maca negra, ha sido asociado a la reduccion de glucemia
en sangre en modelo murino inducido a diabetes (31); no obstante, Rodrigo, et al.,
demostraron que adicional al efecto hipoglucemiante esta su efecto antioxidante
contra el dafio celular en ratas con diabetes inducidas mediante el incremento de
la concentracion de vitamina C circulante y la disminucion del marcador de

lipoperoxidacion sérica (29).

Dentro de los componentes activos presentes en la subfraccion del extracto
etandlico de la maca n-butanol (NBT), se ha descubierto el papel del glucosinolato
de bencilo frente a la regulacion del metabolismo de la glucosa y lipidos en células

con resistencia a la insulina al regular las vias de sefializacion APK y PI3K (32).

En un estudio realizado por Wan, et al., se observa que la maca negra es capaz de
revertir los efectos negativos sobre el metabolismo de la glucosa y lipidos
ocasionados por una dieta rica en glucosa/fructosa para evitar la progresion de
trastornos metabodlicos en hamsteres dorados, ya que ciertos componentes activos
de este alimento, siendo los principales los macaenos y macamidas, son capaces
de regular positivamente y negativamente la expresion de genes de enzimas que
controlan el flujo neto de la glucolisis y gluconeogénesis, respectivamente (33).
Tal es el caso de fosfofructocinasa (Pfklm y Pfkm) que participa en la glucdlisis

y la fructosa bifosfatasa-1 (Fbp1), enzima responsable de la gluconeogénesis (33).



Asimismo, es capaz de regular positivamente la expresion de genes de enzimas
que participan en el ciclo del acido tricarboxilico y aquellos involucrados en la
senalizacion de PPARa, el cual es un regulador fundamental del metabolismo de
los lipidos, con el aumento de la B-oxidacion de los acidos grasos y la inhibicion
de la lipogénesis para la disminucion de triglicéridos y mejora de la esteatosis, que
de por si se evidenci6 por un dafio en el tejido hepatico tras encontrar un aumento
en los niveles de las enzimas alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato

aminotransferasa (AST) (33).

Ademas, se ha observado un efecto antioxidante y protector en células RAW264.7
de un nuevo polisacarido compuesto por los monosacéridos arabinosa y galactosa
contra la lesion causada por H20., donde fue capaz de reducir los niveles de
radicales superoxido, hidroxilo, quelacion de Fe™, inhibicion de la peroxidacion
lipidica, del compuesto 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), radical ABTS" (34);
que en un estado proinflamatorio conducen a la elevacion de la sintesis de la
proteinas C-reactiva (PCR) que termina evolucionando en una RI 'y con ello a un
sindrome metabdlico (SM) y DM2 (35). Asimismo, mejorar la actividad del
superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GSH-Px) y catalasa (CAT)
(34).

Debido a la alta demanda del uso de plantas medicinales como tratamiento de
algunas enfermedades, la maca es un recurso potencial para mejorar la calidad de
vida de individuos con RI por su propiedad hipoglucemiante y antioxidante. En
estudios recientes murinos, se considera el tiempo de coccion de la maca negra en
su preparacion tradicional como punto clave para evaluar las propiedades antes
mencionadas, donde a 60 minutos hay un incremento de la propiedad antioxidante

e hipoglucemiante en comparacioén con 30 minutos de coccion (36).

En el presente estudio, el objetivo es evaluar el efecto del extracto hidroalcoholico
de maca negra (EHMN) sobre los marcadores bioquimicos metabolicos (glucosa,
insulina y indice HOMA) asociados al desarrollo de DM2 en un modelo de ratas

inducidas a SCH.



I1.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Durante los ultimos 60 afios, la suplementacion de hierro ha sido una de las
estrategias mas difundidas para el manejo preventivo o terapéutico de la anemia,
especialmente en gestantes y nifios. La idea subyacente a esta practica es que el
hierro es un nutriente esencial para la produccion de hemoglobina y la prevencion
de anemia. Sin embargo, investigaciones recientes han revelado que las mayores
prevalencias de anemia en nifios entre 6 y 23 meses podrian ser el resultado de un
diagnostico inadecuado de esta condicion hematolédgica (37), pues en este grupo
etario es normal que los niveles de hemoglobina (Hb) disminuyen después del
nacimiento, cuando los niveles son elevados debido a un ambiente hipoxico

intrauterino, seguido por un ajuste al ambiente aerdbico postnatal (38).

Este problema se ha visto reflejado en la reciente modificacion del punto de corte
para la definiciéon de anemia por parte de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), que redujo el valor de 11 g/dL a 10.5 g/dL el 8 de marzo de 2024 (3),
provocando asi una reduccion de la prevalencia de anemia en Lima Metropolitana

de 45% a 25% en el grupo etario de 6 a 23 meses (39).

Esta nueva definicion sugiere que gran parte de la poblacion infantil ha estado
recibiendo una mayor cantidad de hierro de la necesaria, evidenciado en el
aumento del 23.9% en el consumo de suplemento preventivo de hierro desde el
2007 hasta 2021 seglin la Encuesta Demografica y de Salud Familiar (ENDES)
(40). A pesar de que en los ultimos dos afios este porcentaje se ha reducido siendo
una diferencia no significativa, esta reduccion no es suficiente para abordar
adecuadamente el problema. La homeostasis del hierro en el cuerpo se regula
principalmente a través de su absorcion y no de su excrecion (41), lo que generaria

un riesgo a SCH en este grupo etario, con efectos negativos sobre su salud.

La SCH esta asociada con problemas en el crecimiento infantil como la reduccion
de la longitud y la circunferencia de la cabeza, tal como se ha demostrado en bebés
suecos de 9 meses con bajo riesgo de deficiencia de hierro, o la reduccion de las
puntuaciones z de peso y longitud para la edad de los bebés indonesios con SCH

y bebés asiaticos que tuvieron un peso saludable al nacer (4).
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Adicionalmente, las elevadas reservas de hierro durante la gestacion, expresada
en altos niveles de ferritina sérica, estdn asociadas con un riesgo elevado de
diabetes mellitus gestacional (DMG) (42), y esta condiciéon genera un mayor

riesgo de parto prematuro y bajo peso al nacer en el tercer trimestre (43).

Ademas, existe evidencia de que la ingesta excesiva de hierro estd asociada con
un riesgo incrementado de desarrollar DM2. Se ha reportado que personas que
ingieren mayor hierro tienen un 50% mas de riesgo al desarrollo de DM2 (44, 45)
o la propia suplementacion periconcepcional superior a 30 o0 60 mg/dia durante el
segundo trimestre también es un factor de riesgo independiente para DM2 (45),
debido a la disminucion de la secrecion de insulina por el deterioro primario de
las células B, resultando en un aumento en los niveles de glucosa en sangre (46),

y alteraciones en el catabolismo de lipidos.

Los modelos murinos han demostrado que ratones macho, tanto obesos como no
obesos, que reciben de 0 a 5 mg de hierro/kg peso corporal presentan un aumento
significativo en los niveles de glucosa en sangre tras 15 o 30 dias de tratamiento
(12), lo que indica que la SCH en los tejidos contribuye a la elevacion de la glucosa

y la obesidad, siendo ambos factores de riesgo para la DM2 (12).

JUSTIFICACION

Es fundamental evaluar la SCH debido a su influencia en el desarrollo de DM2;
puesto que, altera la funcion de las células B de los islotes de Langerhans,
resultando en una disminucién de la produccion de insulina y un aumento de la RI
(13, 14). Este efecto se debe a un dafio oxidativo mediado por radicales libres y a
una alteracion en el perfil lipidico, que se manifiesta en un aumento de
triglicéridos y colesterol LDL, y una disminucion de colesterol HDL (23). La
relacion entre SCH y DM2 resalta la necesidad de investigar estos mecanismos
para identificar nuevas estrategias de prevencion y tratamiento para esta

enfermedad metabdlica creciente.

Si bien existen algunas estrategias terapéuticas como la terapia antioxidante e
intervenciones especificas para evitar la SCH, tales como la flebotomia,

suplementacion con moduladores de hierro o terapia de quelacion del hierro (47),
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IV.

no se ha tomado en cuenta productos naturales como la maca negra (Lepidium
meyenii) que demostro efectividad en casos de hiperglucemia y alteraciones del
metabolismo de lipidos (48). Asimismo, su alta capacidad antioxidante puede
asegurar el equilibrio oxidativo y prevenir enfermedades relacionadas a la
nutricion (48); y retrasar el pico glucémico y mantiene un grado de glucemia por
debajo de 300 mg/mL con una administracion de 2 g/kg de peso corporal durante

14 dias en un modelo murino (49).

Debido a ello, el interés en este producto ha crecido exponencialmente dentro de
la industria farmacéutica; donde el extracto acuoso genera un mayor incremento
de los metabolitos activos (50). A pesar de ello, se utilizan mayormente los
extractos hidroalcoholicos de maca en las investigaciones como el ensayo clinico
realizado por Gonzales, et al. (51) y que parte de esa informacion ha sido utilizada
por Bailon N. para su tesis de licenciatura sobre la afectacion metabolica de los
metabolitos pertenecientes a las rutas de los aminoacidos tras el consumo
prolongado de maca negra en sujetos residentes al nivel del mar (52), y por la tesis
de Portella J. donde se realiz6 una comparacion del consumo de la maca negra y
maca roja sobre la respuesta metabolica de la via de los péptidos en mujeres y
hombres adultos residentes de Puno e Iquitos, lo cual indicaria factibilidad del
tratamiento con maca negra en la poblacion peruana y mundial que experimentaria

las consecuencias de una elevada glucemia en sangre por SCH (53).

PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cual es el efecto de la administracion del EHMN sobre los marcadores
bioquimicos metabolicos (glucosa, insulina e Indice HOMA) asociados al

desarrollo de DM2 en un modelo de ratas inducidas a SCH?

HIPOTESIS

5.1. Hipotesis general:

El tratamiento con EHMN revierte el efecto de la SCH inducida en ratas
machos, restableciendo a valores normales los marcadores bioquimicos

metabolicos (glucosa, insulina e Indice HOMA) asociados con DM2.
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5.2. Hipotesis especificas:

e Losniveles de glucemia seran mas bajos en el grupo suplementado con
EHMN en comparacion del control positivo o equitativo al grupo
tratado con metformina que fueron expuestos a SCH.

e Los niveles de insulina seran mas bajos en el grupo suplementado con
EHMN en comparacion del control positivo o equitativo al grupo
tratado con metformina que fueron expuestos a SCH.

e Los niveles del indice HOMA (HOMA-IR y HOMA-BETA) serdn mas
bajos en el grupo suplementado con EHMN en comparacion del control
positivo o equitativo al grupo tratado con metformina que fueron

expuestos a SCH.

VI. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del EHMN sobre los marcadores bioquimicos metabolicos
(glucosa, insulina e indice HOMA) asociados al desarrollo de DM2 en un

modelo de ratas inducidas a SCH.

6.2. Objetivos especificos

e Determinar el efecto del EHMN sobre los niveles de glucemia en ratas
con SCH.

e Determinar el efecto del EHMN sobre los niveles de insulina en ratas
con SCH.

e Determinar el efecto del EHMN sobre los niveles del indice HOMA
(HOMA-IR y HOMA-BETA) en ratas con SCH.

VII. MATERIALES Y METODOS

7.1. Animales de experimentacion

El presente estudio ha sido realizado en 24 ratas macho de la cepa Holtzman
distribuidas aleatoriamente en 4 grupos de 6 ratas, cuyo peso promedio

aproximado fue de 400 g y una edad de 4 meses (54), provenientes de las
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instalaciones del bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia

(UPCH).

Respecto a las condiciones de habitat y alimentacion presentes en el
laboratorio, estas ratas se han mantenido a temperatura ambiente (20-25 °C) y
a humedad relativa ambiental (40-70%) con un ciclo de luz/oscuridad de 12:12
horas y alimentados con purina y agua a disposicion ad libitum. En el estudio
se colocaron 6 ratas por jaula de polipropileno con un area de piso por animal
de 387 cm?, con una altura de 17.8 cm para ratas con un peso promedio hasta

500 g (55).

7.2. Tamano de muestra

El céalculo del tamafio de muestra se bas6 en la aplicacion de la siguiente

formula de diferencias en grupos independientes:

(Zaj2 + Zﬁ)2 X §2
Ne = 42

Donde:

Z, = nivel de significancia del 95%

Zp = potencia del 80%

S = varianza del grupo de referencia

d= diferencia que se desea detectar, en base al valor de insulina

Segun lo reportado por Rodrigo y col (2011), se considero6 una diferencia de
insulina de 1.716 en el grupo control. La varianza reportada fue de 2, en el

grupo tratado con maca negra (29).

(1.96 + 0.84)2 x 22
- 1.7162 = 4.02

Ne

Se obtuvo un total de 5 animales, considerando el 10% de pérdida, se
considerd un total de 6 animales por grupo. Teniendo un total de 24 ratas

distribuidas aleatoriamente en 4 grupos de 6 animales.
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7.3. Protocolo experimental

Grupos experimentales: Este es un estudio experimental realizado en ratas

de 4 meses en la Unidad de Endocrinologia y Reproduccion de la UPCH.
Las ratas machos de la cepa Holtzman (n=24) han sido asignadas en 4

grupos de 6 ratas cada uno, de la siguiente manera:

El primer grupo o control, recibié 1 ml de agua destilada (via orogastrica),
el segundo grupo o control positivo fue inducido a SCH con 1 ml de FeSO4
(7.5 mg Fe elemental/kg de peso corporal de la rata) (via orogastrica) y 1 ml

de agua destilada (via orogastrica) (12) (Figura 1, Figura 2).

En el grupo 3, los roedores inducidos a SCH con la misma cantidad de
FeSO4 fueron suplementados con una dosis de 5 de mg EHMN/ImL de
dH20 (10.6 mg de EHMN/kg de peso corporal de la rata) (Figura 1, Figura
2) (31), el cual es equivalente al consumo de maca negra en los Andes del

Pert, diariamente en un periodo de 14 dias por via orogéstrica (49).

Por otro lado, los roedores inducidos a SCH del Grupo 4 con la misma
cantidad de FeSO4 antes mencionado fueron suplementados con
metformina (LABORATORIOS PORTUGAL S.R.L.), cuya dosis fue de
24.3 mg de MET/1 mL de dH20 (50 mg/kg de peso corporal de la rata)
diariamente en un periodo de 14 dias por via orogastrica (Figura 1, Figura

2) (56).

Figura 1. Clasificacion de grupos

Grupo 1

* Via ORG: dH20

Grupo 2
* Via ORG: 5CH
.V e

MUESTRA (n=24) C:>

Grupo 3

Grupo 4 *+ Via ORG: SCH

VARVERVIRY
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dH20: agua destilada, via ORG: via orogastrica, SCH: sobrecarga de hierro, EHMN
extracto hidroalcohdlico de maca negra, MET: metformina.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Procedimientos del experimento
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dH20: agua destilada, SCH: sobrecarga de hierro, EHMN: extracto hidroalcohodlico de
maca negra, MET: metformina, HOMA: IR y BETA.

Fuente: Elaboracion propia

Se debe resaltar que antes de iniciar con el experimento, la muestra total
de ratas tuvo 7 dias de aclimatacion. Desde alli, se mantuvieron a las ratas

a una temperatura ambiente (20-25 °C) y a humedad relativa ambiental
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(40-70%) hasta finalizar el experimento (55). Asimismo, se midio el peso
corporal y glucosa en los dias 0, 30 y 44; mientras que, la insulina, y el
calculo del indice HOMA-IR y HOMA-BETA en el dia 44 (Figura 2,
Figura 3).

Figura 3. Tiempos y mediciones de marcadores bioquimicos en los grupos

experimentales

Evaluscién diaria de Tempesatura {T) y Humedad (%)

0

DHa 0 D 33 Dia 44

» Pesecorpecal | Fe*
» Clucssa !

dH20: agua destilada, SCH: sobrecarga de hierro con 1 ml de FeSO4 (7.5 mg de Fe
elemental/kg de peso corporal de la rata), Maca: extracto diluido de maca negra con una
dosis de 5 mg de EHMN/1 mL de dH20 (10.6 mg de EHMN/kg de peso corporal de la
rata), MET: farmaco diluido de metformina con una dosis de 24.3 mg de MET/1 mL de
dH20 [50 mg de MET/kg de peso corporal de la rata], indice HOMA: IR y BETA.

Fuente: Elaboracion propia.

7.4. Induccion a sobrecarga de hierro (SCH)

La induccion a SCH en los grupos correspondientes (Grupo 2, Grupo 3 y
Grupo 4) se realizé en base al procedimiento realizado por Rivera J (12).
Esta fue efectuada via orogastrica con una sonda de rata reusable de 18G y

una jeringa descartable.

Se administrd 1 ml de FeSO4 (7.5 mg de Fe elemental/kg de peso corporal
de la rata), todos los dias durante 4 semanas (12), lo cual no supera la dosis

letal para ratas (LD 50) (57).

El jarabe utilizado en el experimento tiene el lote N° 87441833 y RS EN-
04577 con una dosificacion empleada por cada 100 mL de 300 mg de Fe
elemental (12), y corresponde a la dosis maxima de terapia oral (100 -300
mg de hierro por dia), que equivale a 300 mg de hierro elemental para un

adulto humano de 60 kg (58). Este procedimiento se realiz6 todos los dias
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hasta finalizar el tratamiento, es decir, desde el dia 1 hasta el dia 43.
Asimismo, se administr6 la misma cantidad de agua destilada al Grupo 1,
siendo el vehiculo del jarabe de sulfato ferroso administrado en los
anteriores grupos mencionados. Después de la induccion a SCH en las ratas
correspondientes, al dia siguiente se inicid con la suplementacién con los
tratamientos, donde se le administré un 1 ml de agua destilada al Grupo 1 y
2, el cual es vehiculo para la dilucion de maca negra y metformina
administrado en el Grupo 3 y 4, respectivamente (Figura 2, Figura 3) (31,

56).

7.5. Preparacion del extracto de maca negra

La maca (Lepidium meyenii Walp.), perteneciente a la familia Brassicaceae
es cultivada en la sierra central de los Andes de Pert entre los 4000-4500
msnm a partir de un suelo rocoso, con condiciones climaticas frigidas,
fuertes vientos y luz solar intenso (59). Esta planta fue obtenida de Junin
por Gonzales, et al, cuyo estudio evidencié que 1 kg de hipocdtilos secos
de maca negra (Lepidium meyenii) gener6 132 g de extracto
hidroalcohdlico al ser procesado con etanol acuoso (70% V/V) mediante
percolacion a temperatura ambiente durante 24 horas, y concentrados a
baja presion hasta conseguir un peso constante. Posterior a ello, el extracto
se sometid a un proceso de secado por aspersion (31). Para el experimento,
se utilizd la maca negra atomizada de la marca Juvens, el cual fue

patentado por Gonzales, et al.

7.6. Medicion de peso corporal
La medicion del peso corporal de las ratas se realizdo mediante el uso de la
balanza (CAMRY modelo EK2151H-10) del laboratorio de forma constante
(Figura 2, Figura 3), el cual tiene una capacidad méaxima de 5 kg y una

precision de 0.01 g. Los valores fueron expresados en gramos (12).
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7.7. Determinacion de glucosa

La determinacion de la glucemia basal (mg/dL) sirve para saber el estado
normoglucémico de las ratas antes de la induccion a SCH y la
administraciéon de la suplementacion con EHMN, para la posterior

comparacion entre los valores de glucosa de cada grupo (60).

Después de un ayuno de 15 horas, se anestesid a las ratas con 1 ml del
anestésico general Halatal/2.5 kg de peso corporal (0.16 mL del anestésico
en una rata con un promedio de 400 g) via intraperitoneal. Luego, se midio
la glucosa a las ratas mediante el uso de fotometria de reflectancia a partir
de las muestras de sangre extraidas de la vena caudal de la cola de cada rata
(0.2-0.3 ml) con la ayuda de un bisturi, que luego fueron colocadas en tiras
reactivas para ser insertadas al glucometro Accu-Check Instant que requiere
s6lo 0.6 uL como tamafio de muestra, siendo un proceso de baja complejidad
(60-62), mientras se detiene el sangrado de la cola de la rata con una gasa
estéril; asimismo, se calibro este instrumento de medicion de glucosa por

cada uso (12, 27).

Este procedimiento se realizo al inicio, a la mitad y al finalizar el
procedimiento experimental; es decir, el dia 0, dia 30 y dia 44 (Figura 2,

Figura 3) (27).

Los resultados fueron expresados en mg/dL y para el analisis estadistico,

como la media =+ error estandar (62).

7.8. Determinacion de insulina

El nivel de insulina en plasma (ng/mL) se midio utilizando el Rat/Mouse
Insulin ELISA Kit Millipore Merk (EZRMI-13K) y el dispositivo Multiskan
FC (Thermo Fisher Inc., Massachusetts, EE. UU.). Este procedimiento se
realizo al finalizar el procedimiento experimental; es decir, el dia 44 (Figura
2, Figura 3). Se debe resaltar que, la extraccion de sangre de los grupos
experimentales se realiz6 mediante puncion cardiaca tras un procedimiento
de eutanasia con 0.6 ml de Halatal ® (Montana SA, Lima, Pert) por

inyeccion intraperitoneal, cuya dosis es el triple al utilizado en procesos de
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7.10.

anestesia (1 ml de Halatal/2.5 kg de peso corporal de la rata, equivalente a

0.2 ml por rata experimental) (63).

7.9. Determinacion del indice HOMA

Para el célculo del valor de HOMA-IR, se utilizé la siguiente férmula:
glucosa (mmol/L) x insulina (uIU/mL) /22,5. Para el céalculo del valor
porcentual del HOMA-B se utilizo la siguiente formula: 20 x insulina
(uIU/ml) / glucosa mmol/L) - 3,5 (Figura 2, Figura 3) (64). La concentracion
de glucosa, determinada en mg/dL mediante el glucometro Accu-Chek
Instant, fue convertida a mmol/L considerando el peso molecular de la
glucosa (180.16 g/mol). Asimismo, la concentracion de insulina,
determinada en ng/mL mediante el kit Rat/Mouse Insulin ELISA Kit
(EZRMI-13K, Merck Millipore), fue convertida a ulU/mL utilizando un
factor de conversion aproximado de 28,8 (1 ng/mL = 28,8 ulU/mL), de
acuerdo con la recomendacion proporcionada por el soporte técnico del
fabricante. Dado que el kit cuantifica la insulina en unidades de masa
(ng/mL) empleando estandares de insulina de rata, mientras que la unidad

plU/mL se basa en actividad bioldgica, esta conversion se considero

aproximada a los estdndares internacionales.

Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

Variable Variable Definicion Conceptual | Definicion operacional Fuentede | Tipo de | Escala de
de interés obtencion | variable | medicion

Grupo de | Exposici | Tratamientos aplicados | Grupo l: control | Rivera, Categ6ri | Nominal
tratamient | On para la determinacion y | negativo (dH20) 2024 (12) | ca,
0 cumplimiento del | Grupo 2: control politomi

objetivo en base al | positivo (SCH + dH20) ca

modelo de induccion de | Grupo 3: con

SCH, administracion de | administracion de maca

maca negray MET. negra (SCH + EHMN)
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Grupo 4: con
administracion de

farmaco (SCH + MET)

Variacion | Resultad | Diferencia de glucemia | Valores continuos de 0 | Hernande | Cuantitat | De razén
de 0 reportada en mg/dL en | (mg/dL) en adelante. z, 2019 | iva,
glucemia sangre obtenida en la (60); continua
cola de las ratas entre los Figueroa,
dias 0, 30 y 44 de 2016(62).
experimentacion.
Variacion | Resultad | Diferencia de insulina | Valores continuos de 0 | Gou, Cuantitat | De razén
de 0 reportada en U/mL en | (U/mL) en adelante. 2021(63) | iva,
insulina al sangre obtenida en cola continua
dia 44 de las ratas, divididas en
grupos, en el dia 44.
Indice Resultad | Método de evaluacion de | HOMA-IR: Valores | Gou, Cuantitat | De razén
HOMA al | o la funcion de las células | continuos de O en | 2021 (63) | iva,
dia 44 B, la resistencia a la | adelante. continua
insulina y la sensibilidad | HOMA-BETA: Valores
a la insulina a partir de | continuos de 0 en
concentraciones de | adelante.
glucosa en ayunas e
insulina en sangre en el
dia 44.
Variacion | Control | Diferencia de peso del | Valores continuos de 0 | Rivera, Cuantitat | De razon
del peso animal medido por | (g) en adelante. 2024 (12) | iva,
corporal balanza analitica continua
del expresado en g, hasta el
animal dia 44.

Fuente: Elaboracion propia

7.11.

Los datos fueron almacenados en una base de Excel, y el andlisis fue

mediante el uso del paquete estadistico STATA version 18.0 (STATACorp,

Analisis estadistico

20




Texas, USA, RRID: SCR 012763). Para la estadistica descriptiva, se
reportaron las variables cuantitativas como media + error estandar, mientras
que, las variables categéricas se expresaron en frecuencias relativas y

absolutas.

Se utilizo la estadistica bivariada, la cual consto de la aplicacion del analisis
de las varianzas 0 ANOVA, y se aplico la prueba post-hoc de Scheffe ya
que la distribucion de las variables fue normal, evaluado mediante el test
Shapiro-Wilk, la comparacién de la media, moda y mediana. De esta forma,
se evaluaron las diferencias de los parametros metabolicos entre los cuatro
grupos tratados. Un p<0.05 indic6 una diferencia estadisticamente

significativa.

7.12. Consideraciones éticas

El protocolo fue registrado y se consignd un codigo SIDISI 214659.
Asimismo, requiri6 la aprobacion del Comité Institucional de Etica para el
Uso de Animales - CIEA de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Se
aplicaron las medidas y normas de la “Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio” del Institute of Laboratory Animal Resources, &

National Research Council (1999) (65).

Por otro lado, se debe recalcar que el procedimiento experimental ya ha sido
validado en el laboratorio al estudiar la maca negra y el yacon en ratones
diabéticos (31). Al finalizar el estudio, las ratas utilizadas en el experimento,
quienes pasaron por un proceso de eutanasia con 0.6 mL de Halatal ®
(Montana SA, Lima, Pert) por inyeccion intraperitoneal, fueron desechadas

segun protocolo de bioseguridad.

7.13. Bioseguridad

7.13.1. Disefio y condiciones apropiadas del ambiente donde se
realizara el procedimiento experimental

Los procedimientos se realizaron en el Laboratorio de
Endocrinologia y Reproduccion de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia (UPCH) que es BSL-1 y desarrolla distintas lineas de

21



investigacion como es Adaptacion endocrino-reproductiva en altura;
Propiedades bioldgicas de plantas medicinales altoandinas;
Andrologia; Salud materno-Infantil; Dermato-endocrinologia.
Asimismo, varios de sus proyectos de investigacion utilizan modelos
murinos como la realizada por Gonzélez G. y col. (31). o el estudio
de Leiva J. (66). Ademads, estudios con modelos murinos han
recibido honorables premios, lo que indica condiciones apropiadas y
de calidad para el desarrollo del protocolo de experimentacion para

llevar a cabo nuestro proyecto de tesis sin ningin inconveniente.

7.13.2. Mantenimiento preventivo de equipos a utilizar en el
experimento

El programa de mantenimiento se realizd segiin el Manual de
Mantenimiento Preventivo y Correctivo de Equipos de la DIRESA
Callao realizado en el 2013, en el cual se establecieron varios puntos
como el asegurar el correcto funcionamiento y uso de equipos
mediante la utilizacion de instructivos de operacion de todos los
equipos de su area, asi como llevar el registro diario de los mismos
que estd disefiado considerando las caracteristicas del equipo y su
uso (frecuencia, condiciones, producto esperado, etc.) siendo
requisitos establecidos, consignar el nombre del equipo, marca,
serie, fechas de uso y firma del usuario (67), donde poseen los

siguientes registros:

e FOR-001 INVENTARIO FISICO DE EQUIPOS

e FOR-002 FICHA TECNICA DE EQUIPOS

e FOR-003 NECESIDAD DE MANTENIMIENTO DE
EQUIPOS

e FOR-004 PROGRAMA DE  MANTENIMIENTO DE
EQUIPOS DE LABORATORIO

e FOR-005 INFORME DEL  SERVICIO DE
MANTENIMIENTO DE EQUIPOS

e FOR-006 REGISTRO DE MANTENIMIENTO DE
EQUIPOS
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e FOR-007 REGISTRO DE EQUIPOS
e FOR-008 TARJETA DE MANTENIMIENTO DE
EQUIPOS/APARATOS DE LABORATORIO

Asimismo, se detalld6 el mantenimiento general de la balanza
analitica, donde se mencion6 que la balanza se caracteriza por ser
instrumento de alta precision, por lo que las rutinas de
mantenimiento a cargo del operador son minimas y las actividades

diarias son las siguientes (67):

e Se limpio el platillo de pesaje, para evitar que tenga residuos
de polvo o suciedad. La limpieza se efectud con una pieza de
tela limpia humedecida con agua destilada.

e Se limpid externa e internamente la cdmara de pesaje. Se
verificd que los vidrios estuvieran libres de polvo.

e Se verifico que los mecanismos de ajuste de la puerta frontal

de la camara de pesaje funcionen adecuadamente (67).

También, se uso la informacion proporcionada por el Ministerio de
Salud (MINSA) respecto al Modelo de Organizacion de la Red de
Laboratorios del Primer Nivel de Atencidon, donde se detalld que la
recuperacion de equipos especificos; fue obligatorio establecer
tiempos minimos de garantia (no menores de un afo) para la
reparacion efectuada y los mecanismos efectivos de reclamo y

penalidad al proveedor que no cumpla con tal condicion (68).

7.13.3. Equipo de Proteccion Personal para los procedimientos
experimentales

Para la realizacion de los procedimientos descritos en el laboratorio
de Endocrinologia y Reproduccion de UPCH, las personas a cargo
del experimento siguieron las normas de higiene y de seguridad
estipulado en la Guia de manejo y cuidado de animales de
laboratorio: ratdon creado por el Ministerio de Salud (MINSA) (69);
junto al Manual de Bioseguridad de laboratorio de la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS), los cuales fueron los siguientes (70):
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e Se utiliz6 mandilén clinico o bata de laboratorio de mangas
largas, preferiblemente con pufios ajustados, y de uso
exclusivo en el laboratorio.

e Sec utilizd cubrecalzado apropiado para el laboratorio que
cubrid la parte superior del pie.

e Se utilizd gorro quirtrgico, guantes quirdrgicos y cubrebocas

para el manejo de las ratas.

7.13.4. Meétodos de descontaminacion en el laboratorio

En el Laboratorio de Endocrinologia y Reproduccion de UPCH, se
aplico el método de descontaminacion de superficies inertes como
mesas y equipos de laboratorio con soluciéon de alcohol con una
concentracion del 70%; asimismo, se utilizé para la desinfeccion de

manos del personal (71).

7.13.5. Gestion de desechos a generar en el experimento
En nuestro pais se aplica la NTS N°144.MINSA/2018/DIGESA

“Gestion integral y manejo de residuos solidos en establecimientos
de salud, servicios médicos de apoyo y centros de investigacion”,
donde se clasifica en clase A para los residuos biocontaminados en
bolsa roja (residuos contaminados por agentes infecciosos o con
concentraciones de microorganismos de potencial riesgo para la
persona, clase B para los residuos especiales en bolsa amarilla (con
caracteristicas agresivas tales como corrosividad, reactividad,
inflamabilidad, toxicidad, explosividad y radiactividad), que se
retinen en residuos quimicos peligrosos, residuos farmacéuticos y
radiactivos; y clase C, para los residuos comunes en bolsa negra, los
cuales no pertenecen a ninguna de las categorias mencionadas con

anterioridad (72).

Por lo tanto, los procedimientos para desechar cada tipo de residuo

en este experimento fueron los siguientes (72):

e Los objetos punzocortantes fueron colocados en contenedores

rigidos y resistentes a perforaciones, etiquetados con el
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simbolo de riesgo bioldgico, para su posterior esterilizacion
con autoclave.

e Los desechos biocontaminados fueron colocados en bolsas de
revestimiento de color rojo, para su posterior esterilizacion
con autoclave.

e [Los desechos no peligrosos y generales fueron colocados en

contenedores con bolsas de revestimiento de color negro.

Las ratas de experimentacion tras pasar un proceso de eutanasia y
extraccion de sangre mediante puncion cardiaca pasaron al
procedimiento de desecho anteriormente descrito. Asimismo, el
laboratorio de Endocrinologia y Reproduccion de UPCH cumplio

con esta normativa (73).

VIII. RESULTADOS

8.1. Variacion de glucosa en ayunas entre el dia 0 y dia 30 del experimento

Respecto a la variacion de los niveles de glucemia, el grupo control después
de los 30 dias solo incrementd en 1.8 mg/dL de su valor basal (p=0.315),
mientras que, el grupo SCH presentd un aumento de 17.3 mg/dL (p=0.024).
Al comparar el delta de glucosa entre ambos grupos, se observd una

diferencia significativa con un p=0.002 (Tabla 2, Grdfico I).

Tabla 2. Niveles de glucosa en la fase de induccion a sobrecarga de hierro

A Gl - val intra- - val t
Grupo Glucosa 0 Glucosa 30 ) ucosa p - value (lll ra p - value (en re
(Dia 30 - 0) grupo) grupo)
90.5+£3.2 923+£2.6 1.8+£3.6 0.315 0.002
2 946+44 |111.9+56| 173+23 0.024 ’

Nota: Datos expresados como media + error estandar (EE). Las comparaciones intra-grupo se realizo
mediante la prueba t-Student pareada (Dia 30 vs. Dia 0); y las comparaciones entre grupos mediante la
prueba de ANOVA. Se considero significancia estadistica cuando p<0.05.

Fuente: Elaboracion propia.
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Grdfico 1. Cambio absoluto de glucosa al dia 30 respecto al valor basal
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Nota: SCH: Sobrecarga de Hierro; * = p <0.05 mediante prueba de ANOVA. Datos expresados

como media =+ error estandar (EE) del A Glucosa (Dia 30 - 0); cuyo valor es 17.3 £ 2.3 en grupo
SCH (p =0.024) y 1.8 £ 3.6 en grupo control (p =0.315).

Fuente: Elaboracion propia.

8.2. Variacion de glucosa en ayunas entre el dia 30 y dia 44 del
experimento

En la fase de tratamiento, desde el dia 31 al 44, se administraron las
respectivas soluciones de tratamiento y sulfato ferroso al grupo SCH +
EHMN y grupo SCH + MET, ademas de la continua administracion de 1 mL
de sulfato ferroso al grupo SCH. Durante ello, el grupo control presentd una
minima variacion en los niveles de glucemia al dia 44 en comparacion al dia
30, registrando una disminucion de 4.7 mg/dL (p=0.055), mientras que el
grupo SCH registré un aumento de 10.3 mg/dL (p=0.027). Por otro lado, el
grupo SCH + EHMN disminuy6 en 25.8 mg/dL los niveles de glucosa en
sangre (p=0.001), mientras que, el grupo SCH + MET redujo en 24.5 mg/dL
(p=0.001).

Asimismo, estos dos ultimos grupos tratados no presentaron significancia en
el delta de valores de glucemia (p=0.997), lo que indica que el efecto de la
maca negra es comparable con la metformina al generar la misma respuesta
convencional. Al comparar el delta de glucemia entre el grupo SCH con el
grupo SCH + EHMN, se observo diferencia significativa (p=0.001), lo cual
fue una situacion similar al comparar el delta de glucemia del grupo SCH con

el grupo SCH + MET (p=0.001) (Tabla 3, Grdfico 2) (Anexo 10, Figura I).
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Tabla 3. Niveles de glucosa en la fase de tratamiento

A Glucosa p - value (intra- p - value (entre
1 1 44
Grupo | Glucosa 30 |Glucosa (Dia 44 - 30) grupo) grupo)
1 952+2.6 87.7+2.4 -4.7 0.055
2 117.2+£53 [119.8+7.5 10.3 0.027
<0.001
3 107.8+3.7 | 82.0+2.0 -25.8 0.001
4 110.7+4.7 | 86.2+19 -24.5 0.001

Nota: Datos expresados como media + error estandar (EE). Las comparaciones intra-grupo se realizo
mediante la prueba t-Student parecada (Dia 44 vs. Dia 30); y las comparaciones entre grupos mediante la
prueba de ANOVA. Se considerd significancia estadistica cuando p<0.05.

Fuente: Elaboracion propia.

Gridfico 2. Cambio absoluto de glucosa al dia 44 respecto al dia 30 en todos los

grupos experimentales
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Nota: SCH: Sobrecarga de Hierro, EHMN: Extracto Hidroalcohodlico de Maca Negra; MET:
Metformina. * = p<0.05 mediante prueba de ANOVA y post-hoc de Scheffé. Datos expresados
como media =+ error estandar (EE) del A Glucosa (Dia 44 - 30); cuyo valor es -25.8 en grupo SCH
+ EHMN (p =0.001), -24.5 en grupo SCH + MET (p =0.001), 10.3 en grupo SCH y -4.7 en grupo
control (p =0.027).

Fuente: Elaboracion propia.

8.3. Valores de insulina, indice HOMA-IR y HOMA- BETA al final del
experimento

Al evaluar estadisticamente los valores de insulina obtenidos el dia 44, no se

encontraron diferencias estadisticas entre los grupos (p=0.133), a pesar de una
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pequenia tendencia a la significancia entre los grupos 2 y 3 (Tabla 4, Grdfico
3).

Tabla 4. Niveles de insulina en todos los grupos

INSULINA p-value
Control 9.8+ 1.7°
H J£1.9%
SC 8.7 9 0.133
SCH + EHMN 4.7+1.3%
SCH + MET 64+1.7%

Nota: SCH: Sobrecarga de Hierro, EHMN: Extracto Hidroalcohodlico de Maca Negra; MET:
Metformina. Datos expresados como media + error estandar (EE) del nivel de insulina al Dia 44.
Letras superindice diferentes sefialan diferencias significativas entre grupos seguin la prueba post
hoc (p <0.05); los grupos que comparten al menos una letra no presentan diferencias significativas.

Fuente: Elaboracion propia.

Grdfico 3. Concentracion de insulina (ng/mL) en todos los grupos
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Nota: SCH: Sobrecarga de Hierro, EHMN: Extracto Hidroalcohdlico de Maca Negra; MET:

Metformina. Se obtuvieron los siguientes valores: Control =9.8 = 1.7, SCH=8.7 = 1.9; SCH +
EHMN =47+ 1.3; SCH+MET =64 = 1.7.

Fuente: Elaboracion propia.

Asimismo, al calcular el HOMA-IR en todos los grupos, se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos SCH y SCH+EHMN (p=0.018);
y SCH + MET (p=0.036) (Tabla 5, Grdfico 4); en el caso de HOMA-BETA, se
obtuvo un (p=0.02), siendo la diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos control y SCH (p=0.030). No se observo diferencia significativa entre los

demas grupos (Tabla 6, Grdfico 5).
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Tabla 5. Niveles de indice HOMA-IR en todos los grupos

HOMA-IR p-value
Control 51.0 £ 5.3%b
SCH 83.1 + 14.0°
0.009
SCH + EHMN 31.9+7.0°
SCH + MET 39.0 +9.5°

Nota: SCH: Sobrecarga de Hierro; EHMN: Extracto Hidroalcohdlico de Maca Negra; MET:

Metformina. Valores calculados a partir de datos individuales de cada rata expresados como media

+ error estandar (EE) del nivel de HOMA-IR al Dia 44. Letras superindice diferentes sefialan

diferencias significativas entre grupos segin la prueba post hoc (p < 0.05); los grupos que

comparten al menos una letra no presentan diferencias significativas.

Fuente: Elaboracion propia.

Grdfico 4. Niveles de indice HOMA-IR en todos los grupos
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Nota: SCH: Sobrecarga de Hierro, EHMN: Extracto Hidroalcohdlico de Maca Negra; MET:

Metformina. * = p<0.05 mediante prueba de ANOVA y post-hoc de Scheffé. Se obtuvieron los
siguientes valores: Control = 51.0 + 5.3; SCH = 83.1 £ 14.0; SCH + EHMN = 31.9 + 7.0; SCH

+MET =39.0+9.5.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 6. Niveles de indice HOMA-BETA en todos los grupos

HOMA-BETA p-value
Control 4105.8 +469.02
SCH 1341.6 +314.4° 0.02
SCH + EHMN 3010.7 + 892.0P '
SCH + MET 3237.5 + 549.6*P

Nota: SCH: Sobrecarga de Hierro; EHMN: Extracto Hidroalcohdlico de Maca Negra; MET:
Metformina. Valores calculados a partir de datos individuales de cada rata y expresados como
media + error estandar (EE) del nivel de HOMA-BETA al Dia 44. Letras superindice diferentes
sefialan diferencias significativas entre grupos segun la prueba post hoc (p < 0.05); los grupos que
comparten al menos una letra no presentan diferencias significativas.

Fuente: Elaboracion propia.

Grdfico 5. Niveles de indice HOMA-BETA en todos los grupos
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Nota: SCH: Sobrecarga de Hierro, EHMN: Extracto Hidroalcoholico de Maca Negra; MET:

HOMA-BETA

Metformina. * = p<0.05 mediante prueba de ANOVA y post-hoc de Scheffé. Se obtuvieron los
siguientes valores: Control =4105.8 £469.0; SCH = 1341.6 = 314.4; SCH + EHMN =3010.7 +
892.0; SCH + MET = 3237.5 + 549.6.

Fuente: Elaboracion propia.

8.4. Peso corporal de la rata segun grupo control y grupo de SCH al dia
30

En la Grdfico 6, se observa que hasta el dia 15 no hay una tendencia clara de
incremento de peso en ambos grupos (control y SCH [aquellos que recibieron
hierro]), pues del dia 10 al 13 el grupo SCH presenta un mayor incremento

de peso en comparacion del grupo control; sin embargo, esta situacion se
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revierte a partir del dia 15, donde el grupo control presenta una mayor
tendencia al crecimiento en comparacion del grupo SCH, diferencia que se
mantiene hasta el dia 29. Dicha tendencia es mas notoria en el dia 22, donde
se registra una caida en el incremento del peso corporal en ambos grupos.

Para el dia 30, ambos grupos (Control y SCH) evidencian un incremento
significativo de peso corporal a nivel grupal de 16.33% y 15.47%, con un
p<0.001 para el grupo control y grupo SCH. Sin embargo, no se observa
diferencia significativa al comparar el delta de peso corporal entre ambos
grupos (p=0.882), indicando que durante esta fase la administracion de sulfato
ferroso no genera un efecto diferente a lo observado en el grupo control

(Tabla 7, Grdfico 6).

Tabla 7. Valores de peso corporal en la fase de induccion a sobrecarga de hierro

p - value p - value (entre
(intra-grupo) grupo)
1 405.8+£10.0 | 486.0+10.9 <0.001
2 4183 5.1 | 481.4+5.9 <0.001

Grupo Peso 0 Peso 30

0.882

Nota: Datos expresados como media + error estandar (EE). Las comparaciones intra-grupo se realizo
mediante la prueba t-Student pareada (Dia 30 vs. Dia 0); y las comparaciones entre grupos mediante la
prueba de ANOVA. Se considerd significancia estadistica cuando p<0.05.

Fuente: Elaboracion propia.

Grdfico 6. Variacion porcentual de peso corporal en la fase de induccion a

sobrecarga de hierro
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Nota: SCH: Sobrecarga de Hierro. *=p < 0.05 mediante la prueba t-Student pareada (Dia 30 vs.
Dia 0) a nivel intragrupal; y las comparaciones entre grupos mediante la prueba de ANOVA. El
peso basal fue considerado como el 100%, a partir del cual se calcularon los pesos posteriores
para evaluar la variacion en funcién del tiempo. Los valores de variacion porcentual fueron:
Control = 16.33 + 6.29 (p =0.001); SCH = 15.47 + 8.46 (p =0.001).

Fuente: Elaboracion propia.

8.5. Peso corporal de la rata en todos los grupos al dia 44 respecto al dia
30

Después de la fase de tratamiento, se observd que tanto el grupo control y
grupo SCH presentaron una mayor tendencia al incremento de peso corporal
en comparacion de los otros dos grupos, siendo el grupo control el que
mantuvo la mayor tendencia durante la mayor parte de este periodo, aunque
al final, el grupo SCH supera al grupo control (Grdfico 7).

Al evaluar estadisticamente, el peso corporal del grupo control increment6 un
3.78% entre los dias 30 y 44 (p=0.002), mientras que, el grupo SCH
incremento6 un 4.05% (p=0.001); sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en los deltas de peso corporal de ambos grupos (p=0.248).
Asimismo, el grupo SCH + EHMN no presento significancia en el aumento
del peso corporal (p=0.102), en cambio, el grupo SCH + MET si presento
significancia (p=0.024). A pesar de obtener estos resultados entre estos
grupos tratados, no se present6 significancia estadistica al comparar el delta
de peso corporal de ambos grupos (p=0.248) (Tabla 8, Grafico 7); de igual
manera, mediante la prueba post-hoc de Scheffé se observdo que no hay

significancia en el delta entre grupos (4nexo 10, Figura 1).

Tabla 8. Valores de peso corporal en la fase de tratamiento

Grupo Peso 30 Peso 44 p - value (intra- p - value
grupo) (entre grupo)
Control 466.7+15.5| 4843 +15.6 0.002
SCH 4832+ 13.6| 502.8+9.8 0.001 0.248
SCH + EHMN| 4753 £5.6 483.5+8.9 0.102
SCH + MET | 486.0+10.9 | 497.0+8.6 0.024

Nota: Datos expresados como media + error estandar (EE). Las comparaciones intra-grupo se realizd
mediante la prueba t-Student pareada (Dia 30 vs. Dia 0); y las comparaciones entre grupos mediante la

prueba de ANOVA. Se considero significancia estadistica cuando p<0.05.
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Fuente: Elaboracion propia.

IX.

Grdfico 7. Variacion porcentual de peso corporal en todos los grupos
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Nota: SCH: Sobrecarga de Hierro; EHMN: Extracto Hidroalcohdlico de Maca Negra; MET:
Metformina. *p < 0.05 mediante la prueba t-Student parecada (Dia 44 vs. Dia 30) a nivel
intragrupal; y las comparaciones entre grupos mediante la prueba de ANOVA y post-hoc de
Scheffé. El peso del Dia 30 fue considerado como el 100%, a partir del cual se calcularon los
pesos posteriores para evaluar la variacion en funcidon del tiempo. Los valores de variacion
porcentual fueron: Control = 3.78 = 1.11 (p =0.002); SCH = 4.05 + 1.05 (p =0.001); SCH +
EHMN =1.78 £ 0.70 (p =0.102); SCH + MET =2.26 + 0.78 (p =0.024).

Fuente: Elaboracion propia.

DISCUSION

En el presente estudio, se empled una dosis de 7.5 mg/kg de hierro elemental en
ratas macho, la cual corresponde aproximadamente a 1.22 mg/kg en humanos tras
la correccidn por tasa metabolica (74); siendo similar con la dosis del manejo de
suplementacion preventiva contra la anemia en poblaciones vulnerables como
niflos menores de 6 meses, lo que sugiere su relevancia fisiologica en contextos
clinicos reales. El uso de ratas adultas en el modelo experimental permite simular
una situacion de carga férrica acumulada, semejante a la que puede desarrollarse
en humanos a lo largo del tiempo debido a factores como la dieta, exposicion
ambiental o intervenciones terapéuticas prolongadas, lo que no se lograria con
ratas de menor edad, teniendo en cuenta que un modelo de SCH se realiza durante
4 semanas (75). Esta aproximacion experimental permite evaluar con mayor
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precision los efectos de tratamientos como el extracto hidroalcoholico de maca
negra (EHMN) y metformina (MET), sobre un contexto biolodgico de sobrecarga
de hierro (SCH).

Se ha encontrado que tras la administracion de 7.5 mg/kg de hierro elemental a
ratas macho en un periodo de 30 dias increment6 significativamente los niveles
de glucemia, valores que se mantienen similares al dia 44 en aquellas ratas que
continuan la inoculacion con sulfato ferroso sin ninglin tratamiento, mientras que,
los valores se reducen significativamente en los grupos que reciben EHMN en
25.8 mg/dL y MET en 24.5 mg/dL, siendo el efecto similar de ambos tratamientos,
pues no se observa diferencia estadistica al comparar el delta de estos grupos. Los
resultados reportados concuerdan con lo obtenido por Rivera J, donde tras una
ingesta de 5 mg/kg de hierro elemental se genera una sobrecarga de hierro en
ratones, produciéndose hiperglucemia, con un incremento de 30 mg/dL del nivel
de glucemia (12).

El desbalance de marcadores metabolicos en este estudio experimental podria
estar relacionado a la interrupcion de la via de sefalizacion BMP/Smad pues
reduce la transcripcion de la hepcidina, genera SCH a nivel plasmatico y tisular
dafiando los 6rganos, lo cual termina en ferroptosis (76, 77). En primer lugar, esto
se debe a la inhibicion del sistema antiportador cistina/glutamato Xc, lo que
genera una disminucion de la sintesis del antioxidante glutation (GSH) (78) cuyo
rol fundamental es la proteccion de las células de la acumulacion de L-ROS para
limitar la formacion adicional de radicales alcoxilo altamente reactivos (L-OO%*)
(79), como lo observado en ratones con aterosclerosis inducida por una dieta rica
en grasas, quienes desarrollan esa condicion por el exceso de produccion de ROS
acelerada por la diabetes (80).

Asimismo, la enzima hemooxigenasa (HOMX-1) participa en el metabolismo del
hierro dentro de los tejidos para degradar el hemo y producir biliverdina,
mondxido de carbono de carbono (CO) y hierro ferroso (Fe 2+); y su gen podria
ser responsable de la ferroptosis en un entorno diabético, ya que Meng et al.
encontré que su expresion incrementaba conforme avanzaba los estadios de la
diabetes, induciendo a SCH y estrés oxidativo (80).

La SCH produce mayores niveles de ROS dentro de las mitocondrias, lo que esta
asociado con obesidad, RI y DM2. No solo estd asociada la disfunciéon de los
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islotes por el incremento de depositos de hierro en las células pancreaticos (81,
82), sino también puede provocar la pérdida de la actividad neuronal de AgRP y
perjudicar la sefializacion central de insulina y leptina en las neuronas AgRP, lo
que activa el estrés del reticulo endoplasmatico y la inflamacion, finalizando en
la intolerancia a la glucosa y a niveles elevados de glucosa en sangre (82 - 84).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), dentro de la terapia de
primera linea para el tratamiento de Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT?2), la
metformina es uno de los farmacos mas usados debido a su eficacia en el control
y tratamiento de glucemia y perfil de seguridad pues rara vez ocasiona
hipoglucemia y mortalidad, ademas ha demostrado atenuar la calcificacion
vascular al tener efectos antiferroptoticos en células musculares lisas vasculares
donde se suprime la expresion de GPx4 por la disminucién de la sintesis de
glutation (85, 86). No obstante, se han reportado diversos efectos adversos tanto
en roedores como en humanos, dentro de los cuales, se encuentran efectos en la
histologia hepatica, renal y del bazo diferentes grados como necrosis, edema,
congestion y hemorragia en ratas hembras (87); reduccion de la tasa de fertilidad
pues solo un 37.5% de los ratones machos tratados tuvieron una reproduccion
exitosa (88); y molestias gastrointestinales como diarrea, niuseas y sabor
metalico, deficiencia de vitamina B12, acidosis lactica raramente (0-0,09 casos
por 1000 pacientes-afio) en humanos (89). Inclusive cada 1 g/dia de uso de
metformina se asocia con un riesgo anual 2% mayor de anemia en la poblacion
observacional de Genetics of Diabetes Audit and Research in Tayside Scotland
(GoDARTS) (90), el tratamiento con metformina que recibe el padre antes de la
concepcidn de su hijo le genera defectos congénitos genitales al nifio (91), y un
mayor riesgo de desarrollar enfermedad del higado graso no alcoholico (NAFLD)
(92).

Asimismo, se ha determinado que este farmaco puede generar depositos que
terminen danando la homeostasis corporal y también que a largo plazo se genere
resistencia sobre los receptores involucrados en el metabolismo de la glucosa. Se
han descrito algunos mecanismos por los cuales la metformina es el farmaco de
primera linea en la DM2, una de ellas es la inhibicion no competitivo de complejo
I (93) de la cadena respiratoria mitocondrial, lo que termine en la reduccion de la
oxidacion de NADH, disminuyendo la gradiente de protones a través de la
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membrana mitocondrial interna para limitar la produccion de ATP y favorece el
incremento de los niveles de AMP y ADP, lo que estimula la activacion de AMPK
(94, 95) para la restauracion del equilibrio energético (96). A pesar de que se
necesite altas concentraciones de metformina para lograr esta inhibicion
reversible el complejo I (93), este farmaco se puede acumular en las células,
activando las vias relacionadas con la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK) alterando rutas como la gluconeogénesis hepatica y promoviendo la beta
oxidacion de los acidos grasos, pues la AMPK es una proteina quinasa que
funciona como un indicador de energia al detectar constantemente el estado
energético celular al monitorear los niveles d¢ AMP, ADP y ATP (94, 95) ; en
este caso al disminuir los niveles de ATP y aumentar los de AMP, ADP y ATP,
se inhibe los procesos anabolicos que consumen ATP y promueve las procesos
catabolicas generadoras de ATP (97). Esta regulacion energética originada por la
metformina a largo plazo podria generar anomalias mitocondriales, como la
reduccion en la adecuada funcionalidad de la cadena respiratoria mitocondrial o
mutaciones especificas en proteinas clave de la mitocondria, que terminaria en
una resistencia al propio fAirmaco al alterar el sitio de unién de la metformina al
complejo I, ademas se sefiala que se recomienda realizar mas estudios sobre la
interaccion entre el farmaco y la integridad estructural del complejo I (98).
Asimismo, lo alarmante es que, dentro del control de la salud publica y medidas
de control nutricional, se busca soluciones terapéuticas mas no preventivas, por
ello uno de los resultados y pilares de la presente investigacion muestra que los
resultados entre el extracto de maca negra y la metformina actian de manera
similar sobre los parametros, sumado a ello, es que los extractos de maca por la
literatura cientifica no presentan valores sustanciales de toxicidad (99). La maca
negra, dentro de su composicion, contiene componentes principales (almidon,
fibra dietética y proteina) y secundarios (minerales, polisacaridos no amilaceos,
polifenoles [flavonolignanos], macaenos, macamidas, glucosinolatos 'y
alcaloides) de la maca ya sea de la raiz o partes aéreas (100).

Esta planta tiene un poder antioxidante, es asi como Troya et al. (2017) ha
demostrado que tiene una capacidad antioxidante in vitro de 41.5% y 19% en los
valores de IC50 al emplear ABTS<+ y DPPH, respectivamente (36, 101). Ademas,
el extracto de maca (1-3 mg/mL) inhibe en un 57% - 74% la degradacion in vitro
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de la desoxirribosa por radicales hidroxilo (102), lo que estaria contrarrestado la
ferroptosis inducida elevada produccion de estas ROS, incluso se ha demostrado
mediante estudio in silico que los compuestos bioactivos macamidas y macaenos
presentes en esta planta son responsables del (A14) aumento de los niveles
hepaticos de ARNm de Ppar a (0,20 veces, P < 0,01) (33), proteina que esta
asociada a la disminucion de la ferroptosis inducida por sobrecarga de hierro en
el higado de raton al promover la expresion de la GPx4 e inhibir la expresion del
transportador de hierro plasmatico TRF, pues los ratones knock out de PPAR«
desarrollaron ferroptosis, la cual se volvido mdas severa cuando los ratones
recibieron una dieta rica en grasas (103). Asimismo, la presencia de metabolitos
como el glucosinolato glucotropaeolina dentro de la composicion quimica de la
maca negra (104), que también se encuentra presente en las plantas de capuchina,
se ha asociado a la mejora de la secrecion del péptido (PYY) desde las células L
residentes en el intestino delgado, hormona que se encuentra involucrada en la
regulacion energética y ha demostrado resultados muy prometedores en pacientes
con diabetes tipo 2 (105). Asimismo, la suplementaciéon con maca negra mejord
los deterioros metabolicos en hamsteres dorados a través de la regulacion de los
niveles de actividad de las enzimas que catalizan reacciones irreversibles que
ciclo de glucolisis/gluconeogénesis-TCA a través de efectos alostéricos para
lograr un flujo neto hacia la gluconeogénesis o la glucolisis en el higado,
favoreciendo la oxidacion de la glucosa (33), ademas de incrementar la expresion
de ARNm en los hepatocitos de la enzima glucosa 6-fosfato (G6P) con una
administracion de 1200 mg/kg de extracto acuoso de maca negra (AEM) (106,
107).

Tras la determinacion de los valores de insulina y el cédlculo del HOMA-IR y
HOMA-BETA, se observd que hubo diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos para HOMA-IR. Puesto que, es utilizado para determinar la
resistencia a la insulina, reflejando la sensibilidad de los tejidos periféricos a esta
hormona, en cambio, el HOMA-BETA permite determinar la capacidad de las
células beta para la secrecion de insulina (108). El HOMA-IR en el grupo SCH
fue significativamente mayor a comparacion del grupo SCH + EHMN vy siguid la
misma tendencia, pero sin significancia con los demds grupos, asociandose a una
primera etapa de una posible regulacion en baja de los receptores insulinicos en
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los tejidos periféricos, reduciendo su sensibilidad y generando la hiperglucemia
demostrada en este estudio (108).

Respecto al HOMA-BETA, si bien al analizar las concentraciones de insulina
entre los diferentes grupos no se evidencian diferencias significativas, se debe
considerar de forma conjunta el indice HOMA-BETA ya que brinda alcances
respecto a la funcionalidad de las células beta pancreaticas (109). En el grupo de
SCH+EHMN, los niveles de insulina son menores en comparacion de los demas
grupos, y esta asociado a un HOMA-BETA mayor al del grupo SCH; por lo que,
ello indica que existe una mayor eficiencia en la funcionalidad de las células beta
(109). En otras palabras, una cantidad minima de insulina excretada es suficiente
para lograr una adecuada captacion de glucosa por los tejidos periféricos.
Aquellos que fueron tratados con MET presentaron un nivel mayor de insulina en
comparacion con EHMN, pero menor a los grupos de SCH y control (109). A
pesar de ello, este grupo presentd valores similares de HOMA-BETA indicando
una buena funcion de las células beta pancredticas en comparacion a los grupos
no tratados (109).

Respecto al grupo SCH, tiene un valor menor de insulina que el grupo control y
mayor que aquellos con tratamiento, asociado a un HOMA-BETA bastante menor
a comparacion de los demas grupos, lo cual genera una mayor exigencia de las
células beta al producir mas insulina como mecanismo compensatorio frente a una
menor eficiencia funcional, causando una concentracion insulinica mayor a los
demas grupos de tratamiento. En cambio, el grupo control mantuvo niveles de
insulina mayores que los demés asocidndose a valores similares de HOMA-BETA
a los del grupo de tratamiento, lo que se podria pensar es que tiene adecuada
funcionalidad de células beta pancredticas y tiene una secrecion insulinica
fisiologicamente normal, en contraste con la respuesta compensatoria observada
en el grupo SCH.

Asimismo, la razén por la que el grupo SCH + EHMN present6 valores menores
de HOMA-IR de manera significativa a comparacion del SCH es posiblemente
debido a que esta planta altoandina tiene actividad insulinomimética in vitro en
células adiposas 3T3-L1, lo que permite aumentar la captacion de glucosa sin
actuar necesariamente como una agonista directo del receptor de insulina (IR),
asimismo, conduce a la activacion de la via PI3K/Akt en adipocitos, involucrada
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en la translocacion de GLUT4 en la membrana siendo fuente del aumento de la
captacion de glucosa (110); por lo cual, el EHMN estaria facilitando la captacion
de glucosa sin necesidad de niveles de insulina grandes. Ademas, el poder
antioxidante de los compuestos bioactivos de la maca negra es capaz de
contrarrestar el dafio causado por la ferroptosis en las membranas celulares de los
tejidos periférico, esto sobre todo por el aumento de los niveles hepaticos de
ARNm de Ppar o asociado al glucosinolato glucotropaeolina, macaenos y
macamidas (103). Por otro lado, se pudo observar un valor de HOMA-IR
significativamente menor en el grupo de SCH+MET en comparacién con el grupo
SCH, esto debido a la capacidad de la metformina para inhibir la produccion
hepética de glucosa en desdrdenes metabdlicos, tal como lo indicado por Zhao H.
et al. en su estudio de mujeres con sindrome de ovario poliquistico (SOP) (111).

Después de la madurez en ratas macho (150 dias o 5 meses), el peso corporal
aumenta de forma constante, lo cual se evidenci6 en todos los grupos desde el 30
a 44 dias del experimento (112). De la misma manera, el grupo de SCH crecio
ligeramente més que el grupo control debido a la suplementacién con sulfato
ferroso de 7.5 mg/kg peso corporal de rata, lo cual es semejante a lo obtenido por
Rivera con 5 mg/kg de peso corporal en ratones no obesos (12), mientras que, el
grupo control incremento su peso corporal por su propio desarrollo. En contraste,
los grupos tratados con EHMN (p=0.102) y MET (p=0.024) mantuvieron una
variacion de peso mas estable a lo largo del tiempo, cuya variacion del grupo
EHMN no fue significativo en comparacion con los demés grupos. Por otro lado,
el estudio realizado por Gencoglu (2020) encontr6 que ratas macho Sprague-
Dawley de 30 semanas de edad tratadas con polvo de maca (40 mg/kg de peso
corporal) durante 60 dias mantuvieron su peso corporal (p>0.05) (113). La
coincidencia entre ambos estudios, independiente de la diferencia de edad de la
rata, respalda el efecto modulador de la maca negra sobre el metabolismo sin
variaciones significativas en el peso corporal incluso a mayores dosis y tiempo de
tratamiento. A su vez, este resultado se puede asociar a la variacion de la
concentracion de seis intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico (TCA):
citrato, 2-oxoglutarato, fumarato, malato, oxalacetato y succinato, demostrado por

Patterson et al. (2011) (114); y la regulacion de esta ruta metabdlica es
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XI.

XII.

fundamental en el tratamiento de sujetos humanos obesos y diabéticos tipo 2 (115,

116).

FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Una de las principales fortalezas es que la pregunta de investigacion y el objetivo
del estudio es que muestra uno de los efectos colaterales de la suplementacion
desproporcionada del consumo de hierro, tanto en la dieta como en los
suplementos. Por otro lado, la principal debilidad fue obtener muestras con
mediciones puntuales al inicio y al final, ya que se abordan marcadores
bioquimicos, estos deberian ser medidos con mayor frecuencia para determinar el
efecto y su variacion sobre la glucemia y otros parametros. Otro punto es que se
debe estudiar la activacion de los receptores asociados a la insulina para

determinar la respuesta de la maca.

CONCLUSIONES

Se observa que la SCH en la dieta genera un aumento significativo de la glucemia
basal, siendo un potencial diabetdgeno. Asimismo, la suplementacion con EHMN
muestra un efecto hipoglucemiante preliminar comparable al de la metformina en
este modelo experimental, lo que sugiere un efecto atenuante ante alteraciones

glucémicas inducidas por el hierro.
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ANEXOS

Anexo 1. Condiciones apropiadas del ambiente donde se realizara el procedimiento

experimental y equipo de proteccion personal de los investigadores a cargo del

experimento

Figura 1. Ambiente del bioterio 016-2 asignado en el Laboratorio de Investigacion y

Desarrollo (LID) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH)

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 2. Equipo de Proteccion Personal para los procedimientos experimentales

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 2. Manejo y cuidado de los animales experimentales

Figura 1. Distribucion de las ratas experimentales segiin grupo de experimento

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 2. Limpieza de las jaulas para la distribucion de ratas experimentales

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3. Proporcion de alimento asignado a cada jaula segun la cantidad de ratas

presentes

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 3. Pesaje de animales experimentales

Figura 1. Materiales para el pesaje de animales experimentales

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Procedimiento de pesaje de una rata experimental

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 4. Extraccion de sangre de la vena caudal de la cola de los animales

experimentales para la medicion de glucosa en ayunas

Figura 1. Materiales para la extraccion de sangre de la vena caudal de la cola de una

rata experimental

N

| G

SNy

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Procedimiento de extraccion de sangre de la vena caudal de la cola de una

rata experimental

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 5. Induccion a SCH por via oral a los animales experimentales

Figura 1. Materiales para la induccion a SCH a una rata experimental

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Procedimiento de inoculacion con agua destilado o sulfato ferroso a una rata

experimental

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 6. Preparacion de las soluciones de EHMN y MET para la inoculacion de

tratamiento a los animales experimentales del Grupo 3 y Grupo 4

Figura 1. Materiales para la preparacion de la solucion de EHMN para los 14 dias de

tratamiento

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Procedimiento de la preparacion de la solucion de EHMN para los 14 dias de

tratamiento

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3. Materiales para la preparacion de la solucion de MET para los 14 dias de

tratamiento

Fuente: Elaboracion propia

Figura 4. Procedimiento de la preparacion de la solucion de MET para los 14 dias de

tratamiento

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 7. Inoculacion de tratamientos por via oral a los animales experimentales del

Grupo 3y4

Figura 1. Materiales para la inoculacion de tratamiento a una rata experimental ya sea

con EHMN (G3) o MET (G4)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Procedimiento de inoculaciéon con EHMN (G3) o MET (G4) una rata

experimental

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 8. Eutanasia y extraccion de sangre de la vena caudal de la cola de los

animales experimentales para la medicion de insulina en ayunas

Figura 1. Materiales para la eutanasia y extraccion de sangre por puncion cardiaca de

una rata experimental

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Induccion a eutanasia de cada rata experiemntal mediante la administracion

intraperitoneal de 0.6 ml de Halatal®

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3. Confirmacion de la eutanasia en cada rata experimental mediante ausencia de

reflejos

Fuente: Elaboracion propia

Figura 4. Posicionamiento del animal tras la eutanasia para el procedimiento de

toracotomia.

Fuente: Elaboracion propia

68



Figura 5. Exposicion de la cavidad toracica y visualizacion del corazon.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 6. Extraccion de sangre mediante puncion cardiaca.

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 9. Extraccion de suero de la sangre recolectada de los animales

experimentales para la medicion de insulina en ayunas

Figura 1. Materiales para la extraccion de suero de la sangre recolectada de una rata

experimental

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Procedimiento de extraccion de suero de la sangre recolectada de las ratas

experimentales

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 10: Graficos de STATA de los analisis estadisticos empleados

Figura 1. Uso de ANOVA vy analisis post-hoc mediante Scheffe para evaluar el cambio

de peso corporal al dia 44 respecto al 30 en todos los grupos.

. oneway WPES044 Grupo, sch

Analysis of variance

Source SS df MS F Prob > F
Between groups 495.242029 3 165.080676 1.49 9.2485
Within groups 2101.36667 19 118.598246

Total 2596.6087 22 118.e27668
Bartlett's equal-variances test: chi2(3) = 2.0636 Prob>chi2 = @.559

Comparison of WPESO44 by Grupo

(Scheffe)
Row Mean-
Col Mean 1 2 3
2 1.93333
8.993
3 -9.5 -11.4333
@.501 0.384
4 -6.66667 -8.6 2.83333
8.753 0.618 09.974

Fuente: Elaboracion propia.

Nota: “WPESO044”: Cambio de peso corporal del dia 30 al 44.
Figura 2. Uso de ANOVA y analisis post-hoc mediante Scheffe para evaluar el cambio

de niveles de glucemia al dia 44 respecto al 30 en todos los grupos.

oneway cambioglucosa44 Grupo, sch

Analysis of wvariance

Source 55 Eﬁ MS F Prob > F
éetwee; grougs 3816.?681; ______ 3 12?2A25;D4 ) 12.6; a.DDGl
Within groups 1815.66667 19 100.824561
" rotal  s732.43478 22 260.565217
Bartlett's egqual-variances test: chi2(3) = 4.,2455 Prob>chi2 = 0.236

Comparison of cambioglu-~44 by Grupo

(Scheffe)
Row Mean-|
Col Mesan | 1 2 3
_________ S
2| 9.66667
| 0.487
|
31 -21.1667 -30.8333
| 0.016 0.001
|
4 II -19.8333 -29.5 1.33333
| 0.025 0.001 0.997

Fuente: Elaboracion propia.

Nota: “cambioglucosa44”: Cambio de glucosa del dia 30 al 44.
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    n  e =     (   Z  𝛼 / 2 +   Z  𝛽 ) 2 ×   S 2    d 2


    n  e =     ( 1 . 96 + 0 . 84 ) 2 ×  2 2    1 . 716 2 = 4 . 02

