UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA

FACULTAD DE CIENCIAS Y FILOSOFiA ALBERTO

CAZORLA TALLERI

. o

3 ?f CAYETANO HEREDIA
G'G( 46‘:‘

“Efecto modulador de la maca (Lepidium meyenii)
sobre el sistema endocannabinoide: estudios en

humanos y en animales.”

Dulce Esperanza Alarcon Yaquetto

Tesis para optar el Titulo de Licenciado en Ciencias con mencidn en

Biologia

Asesor: Dr. Gustavo F. Gonzales Rengifo

Lima — Pert

2016



Miembros del Jurado

Dr. Francisco Peirano Blondet Presidente

Dr. José Aliaga Arauco Vocal

MSc. Luis Rossi Mayo Secretario



Dedicatoria

A las mayores Glorias de mi vida:

Gloria Esperanza y Gloria José.



Agradecimiento

Sirvan estas lineas para agradecer a todo el grupo de investigadores que participé en la toma de
muestras del proyecto “Metabolémica de la maca en altura y a nivel del mar” conducidos por el Dr.
Gustavo F. Gonzales en Lima y la Mag. Lidia Sofia Caballero Gutiérrez en Puno. Su invaluable
colaboracion demuestra que el hacer ciencia en el Perti es una pasion compartida por profesionales

de diversas especialidades e instituciones.

Mi especial agradecimiento a los doctores Ikhlas Khan y Jianping Zhao de la Universidad de
Mississippi quienes proporcionaron la cuantificacion de los metabolitos presentes en los hipocétilos

deshidratados de maca amarilla, roja y negra.



Resumen

Hace mas de un cuarto de siglo se identifico un receptor acoplado a proteina G al que se unia
el compuesto A° tetrahidrocannabinol: el receptor CB1. Desde entonces se ha identificado un
sistema de sefializacion pleiotropico que incide en diversos sistemas fisioldgicos entre ellos
el inmune, el nervioso y el reproductivo a través de ligandos endogenos derivados de los
acidos grasos y fue bautizado como sistema endocannabinoide (¢CB). Un impulso nervioso
desencadena la sintesis de los endocannabinoides y una vez cumplida su funciéon son
degradados por una enzima clave: hidrolasa de 4cidos grasos amidicos (FAAH). Este sistema
es modificado por sustancias exdgenas entre ellas, la maca, un hipocétilo peruano con
propiedades terapéuticas que tiene la capacidad de inhibir FAAH y mejorar el “tono
endocannabinoide”. Este trabajo ha sido disefiado para evaluar varios endocannabinoides en
suero de varones y mujeres adultas de Lima (150 m) y Puno (3800 m) antes y después de
consumir durante doce semanas de manera diaria un extracto atomizado de maca roja o negra.
Igualmente se ha realizado un estudio experimental en ratones macho adultos para comprobar
si los efectos de maca negra sobre fatiga y conteo espermatico persisten después de

bloqueado el receptor CB1 con un farmaco antagonista selectivo: AM251.

Los niveles de endocannabinoides en los pobladores de Puno fue mayor que en los de Lima,
y se encontrd una relacion lineal de endocannabinoides con concentraciones elevadas de
hemoglobina, y menor saturacion parcial de oxigeno; evidenciando un posible rol en los
mecanismos de adaptacion a la altura. Tras el consumo de maca, los niveles de

endocannabinoides disminuyen en los pobladores de Puno.

En el estudio en animales, el bloqueo del receptor CB1 inhibi6 los efectos de maca en el
conteo espermatico y en el retardo en fatiga, demostrando que este receptor es necesario para

que la maca pueda ejercer su funcion.

PALABRAS CLAVE: ENDOCANNABINOIDE, RECEPTOR CBl1, LEPIDIUM
MEYENII, AM251.



Abstract

More than 25 years ago, a G-protein coupled receptor was identified. This receptor is the
target of A’ tetrahydrocannabinol, the compound behind the psychotropic effects of Cannabis
sativa and since was named cannabinoid receptor 1 (CB1). Ever since a novel signaling
system was described with pleiotropic effects on different physiological systems including
the immune, reproductive and nervous ones through a wide array of endogenous ligands
derived from fatty acids called endocannabinoids. The particular metabolism of this system
and its delicate regulation prompted an enormous wave of investigations towards it. An
impulse fires the synthesis of the endocannabinoids and once they exert their function, a key
enzyme quickly degrades them: the fatty acidic amid hydrolase (FAAH). This system is
significantly modified by exogenous substances including Lepidium meyenii, a Peruvian root
with medicinal properties on systems that have a high density of cannabinoid receptors. Its
mechanism of action could be the ability to inhibit FAAH and enhancing the

“endocannabinoid tone”.

This work has been designed to evaluate several serum endocannabinoid levels in adult men
and women from Lima (150 m) and Puno (3800 m) before and after a 12- week daily
treatment with atomized dried red or black maca compared to a placebo. Equally, an
experimental study was conducted in adult male mice to test whether the effects of black
maca on sperm parameters and fatigue persisted after the pharmacological blockade of CBI1
with AM251, a selective antagonist. A possible mechanism of action of Lepidium meyenii is

discussed.

KEYWORDS: ENDOCANNABINOID, CB1 RECEPTOR, LEPIDIUM MEYENIIL, AM251
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1. Capitulo I: Introduccion

El Sistema endocannabinoide se consolidé como tal después de que se descubriese el receptor
cannabinoide 1 (CB1) (Devane et al., 1988) tras los esfuerzos por encontrar el responsable
de los efectos del principio activo de la marihuana (Cannabis sativa), A° tetrahidrocannabinol
(THC). Poco después se describio el ligando enddgeno de este receptor, la anandamida o N-
araquidonoil etanolamida y el aparato enzimatico detras del sistema. Entre las enzimas
responsables de la degradacion de la anandamida, esté la hidrolasa de acidos grasos amidicos

(FAAH) (Alger, 2012),

Este sistema estd envuelto en una gran variedad de funciones bioldgicas, entre las que
destacan la regulacion de la liberacion de neurotransmisores (Ohno-Shosaku et al., 2001;
Kano, 2014), la activacion espermatica (Miller ef al., 2016), la homeostasis (Osei-Hyiaman
et al., 2006), la modulacion del dolor (Hohmann & Suplita ef al., 2006) y la inflamacion
(Centonze et al., 2007).

Un aspecto resaltante de este sistema es que los endocannabinoides son liberados solo ante
un estimulo y no existen vesiculas especiales que los almacenen de manera que son
rapidamente degradados después de cumplir su funcion por enzimas especializadas como

FAAH.

Por esta razon, se han evaluado inhibidores de esta enzima para tratar diversas condiciones
patologicas como el dolor inflamatorio (Booker et al., 2012) y la presion arterial alta (Toczek

etal., 2016).

Se han identificado compuestos Unicos en la maca (Lepidium meyenii) capaces de inhibir
selectivamente esta enzima (Wu ef al., 2013; Hajdu ef al., 2014). La maca es una planta

peruana usada con fines terapéuticos desde hace siglos en el Pert (Gonzales, 2013).

Una rapida revision de las propiedades bioldgicas de la maca nos muestra que su accionar es
sobre areas donde el sistema endocannabinoide (eCB) tiene implicancia por haber gran
densidad de receptores CB1 expresados: en el sistema nervioso donde la maca mejora la

memoria, (Rubio et al., 2006), en el sistema reproductivo donde la maca aumenta la



produccion de espermatozoides (Gonzales C., et al, 2006) y en el sistema inmune sobre el
que la maca act@ia al aumentar los niveles de interferon gamma actuando como inmuno-

modulador (Leiva-Revilla et al., 2013).

Sin embargo, hasta ahora no se ha determinado el mecanismo de accion por el cual la maca

ejerce sus efectos.

El sistema endocannabinoide tiene importantes efectos en la regulacion de la homeostasis y
es considerado un sistema de respuesta frente al estrés central y periférico y frente a estimulos

fisicos y emocionales (Strewe ef al., 2012).

Este proyecto tiene por objeto evaluar la relacion existente entre las propiedades bioldgicas
de la maca y el sistema endocannabinoide. Para esto se ha disefiado un estudio en humanos

y otro en animales.

En el estudio en humanos se evaluaron los metabolitos pertenecientes al sistema
endocannabinoide antes y después del consumo de maca en mujeres y hombres adultos de
Lima y Puno. Puesto que Puno estd ubicado a 3800 m.s.n.m. y representa un ambiente de
estrés hipoxico, se espera encontrar patrones diferentes de endocannabinoides en los sujetos
estudiados en comparacion con los que habitan en la costa, asi mismo; evaluar como varia

este patron tras el consumo de maca.

El estudio en animales ha sido disefiado para determinar si el receptor cannabinoide 1 (CB1)
es importante en la respuesta bioldgica de la maca en ratones macho adultos; para esto se
bloqueo farmacoldgicamente el receptor usando un farmaco antagonista selectivo disponible

en el mercado (AM251).



1.1. Propdsito del estudio

Basados en datos previos que sugieren que las macamidas contenidas en Lepidium meyenii
tendrian un efecto inhibidor de la hidrolasa de acidos grasos amidicos y, por tanto, un efecto
modulador del sistema endocannabinoide, esta tesis busca -mediante dos estudios distintos;
uno en humanos y otro en animales- aportar al conocimiento brindando datos que ayuden a

dilucidar como se da esta modulacion.

El estudio en humanos evalua metabolitos relacionados al sistema endocannabinoide en
condiciones normales (Lima, 150 m.s.n.m.) y en condiciones de estrés fisioldgico producido
por la hipoxia de altura (Puno, 3800 m.s.n.m.). Los voluntarios tendran un tratamiento con
maca durante tres meses y se analiz6 si los metabolitos variaron como consecuencia del

tratamiento.

El estudio en animales busca determinar si los efectos de Lepidium meyenii estan
relacionados o no al funcionamiento del receptor cannabinoide 1 (CB1). Para esto se ha
disefiado un ensayo donde se bloquee farmacologica y selectivamente este receptor; y se
evalua si los efectos de maca en la mejora de los pardmetros espermaticos y en el retardo del

tiempo de fatiga persisten después bloqueado el receptor CB1.

1.2. Antecedentes existentes

1.2.1. El sistema endocannabinoide
El estudio del sistema endocannabinoide estd inherentemente ligado al estudio de Cannabis
sativa, planta psicotropica usada por siglos y que continua siendo la droga recreativa mas

usada en el mundo.

Pese a que el primer registro del uso de marihuana en la historia data de hace mas de 4500
anos en China, fue recién a mediados de los afios 60 en Israel cuando se sintetizd el
compuesto quimico responsable de la fama y extendido uso de esta planta (Mechoulam &

Gaoni, 1964).



Un cuarto de siglo después, en pleno auge del consumo desmesurado de estupefacientes, los
gobiernos de las potencias mundiales destinan generosos recursos para frenar y tratar la

adiccion a las drogas.

En este contexto, William Devane, un estudiante de doctorado de la Universidad de St. Louis
describe en su tesis la presencia de receptores cannabinoideos en la corteza cerebral de ratas
(Devane, 1989). Ademas, al lograr disociar el ligando del sitio de union con mayor velocidad
con una guanina, logr6 caracterizar al receptor como uno asociado a proteina G pues esta
caracteristica es propia de la regulacion alostérica de este tipo de receptores (Devane et al.,

1988).

Después de este descubrimiento, Devane y su equipo de investigacion se enfrascaron en la
busqueda del ligando enddgeno que se uniera a este receptor, para esto realizaron una serie
de experimentos con extractos de cerebro de ratdn, con el objetivo de encontrar un compuesto
quimico capaz de desplazar la unién de un fdrmaco. Pronto lo encontraron y lo nombraron
N-araquidonoil etanolamida o anandamida (AEA) un derivado de acido araquidonico

(Devane et al., 1992).

Todo ese decenio representd un crecimiento vertiginoso en el estudio de este sistema. Los
investigadores avocados a €l empezaron a preguntarse donde estaba ubicado este receptor y
obtuvieron numerosas respuestas ya que CB1 se encuentra en la amigdala cerebral (Katona
et al.,2001), en el corazon (Bonz ef al., 2003), en las células vasculares endoteliales (Liu et
al.,2003), en el tracto gastrointestinal (Pertwee et al., 2001), en la prostata (Ruiz-Llorente et
al., 2003), testiculos (Gye et al., 2005), ovarios (Galiegue et al., 1995), tero (Paria et al.,
1995), osteoblastos y osteoclastos (Idris et al., 2005) y en las células del sistema inmune; en
esta ultima poblacidon celular se logréd identificar otro receptor cannabinoide al que se le

conoce como CB2 que se expresa en grandes densidades (Schatz et al., 1997).

CB1 y CB2 no solo difieren en su localizacion, sino en la secuencia del ADN que los codifica.
La baja similaridad sugiere una duplicacién génica en un ancestro en comuin que permite la
existencia de dos receptores que comparten ligandos y funciones pero difieren genéticamente

y en su ubicacion (Elphick, 2012).



Es preciso recalcar que los receptores cannabinoideos no son una exclusividad mamifera, ni
mucho menos vertebrada. Han sido encontrados receptores en Drosophila melanogaster
(Howlett et al., 2000); en Hydra vulgaris (De Petrocellis et al., 1999) y en Mytilus edulis
(Stefano et al., 1996) entre otros invertebrados mientras que en el filo de los vertebrados hay
presencia de este receptor en Gallus gallus (Stincic et al., 2008); en el cerebro del anfibio
Xenopus leavis (Salio et al., 2002) y en el pez teleosteo africano Pelvicachromis pulcher

(Cottone et al., 2005).

1.2.1.1. Receptores acoplados a proteina G.

Los receptores acoplados a proteina G son una gran familia de proteinas que transfieren un
estimulo externo a segundos mensajeros intracelulares que son capaces de interpretar este
estimulo en informacion para la célula. Su nombre se debe a que para realizar esta funcion
interactuan con proteinas G heterotriméricas; esto es, proteinas que se unen al nucledtido

guanina (Ferguson, 2001).

Un aspecto sobresaliente de estos receptores es que actian sobre una gran diversidad de tipos

celulares y por esto son una diana farmacéutica formidable.

El 2004, Filmore afirmaba que un 40% de las drogas prescritas en el mercado ejercen su

funcion a través de estos receptores, otros autores dan cifras de hasta 60% (Ghanemi, 2015).

Estos farmacos estan en el nticleo de la medicina contemporanea pues son usados para tratar
desde el cancer hasta problemas de obesidad, hipertension y otros asociados a sindrome

metabolico (Filmore, 2004).

Este panorama, a pesar de la década que ha devenido, no ha cambiado; al contrario, se ha
ampliado pues ahora no solo se buscan agonistas o antagonistas, sino que estos receptores
permiten una gran cantidad de perfiles farmacologicos conocidos como selectividad

funcional, que nos llevaria a drogas mucho mas certeras, efectivas y selectivas. (Violin et

al., 2014).



1.2.1.2. Maquinaria enzimatica y sintesis de endocannabinoides

La naturaleza lipidica de los endocannabinoides define su ruta enzimatica. A diferencia de
otras moléculas que cumplen similar funcidn, los neurotransmisores por ejemplo; los
endocannabinoides no se almacenan en vesiculas pues son hidrofébicas y su captura para

posterior almacenaje no seria un proceso estable (Ahn ef al., 2008).

Se ha propuesto un modelo a demanda de liberacion de endocannabinoides; es decir, solo se
liberan en respuesta a un determinado estimulo nervioso para ejercer su funcion y ser

finalmente degradados (Ahn et al., 2008; Alger, 2012).

Una acil transferasa calcio dependiente inicia el proceso de sintesis de anandamida al
transferir acido araquidonico (AA) de un fosfolipido a una fosfatidil etanolamina formando
asi la N-araquidonoil fosfatidil etanolamida (NAPE) que posteriormente es hidrolizada por
una enzima especifica (NAPE PLD) para dar lugar a la N-araquidonoil etanolamida o

anandamida (Kauzer & Marnett, 2011).

Por otro lado, fosfatidil inositol 4, 5 bifosfato (PIP2) es hidrolizado a diacil glicerol (DAG)
por una fosfolipasa (PLC). Posteriormente una lipasa especifica (DAGL) se encarga de la
hidrolisis final que da como resultado el 2-araquidonoil glicerol (2-AG), el segundo

endocannabinoide clasico descubierto.

La ruta de degradacion para estos endocannabinoides tiene como principal enzima a la

hidrolasa de acidos grasos amidicos (FAAH) (Dihn et al., 2002).

1.2.1.3. Hidrolasa de acidos grasos amidicos

La primera descripcion de la actividad hidrolitica de AEA por FAAH fue dada por Deutsch
& Chin (1993) quienes demostraron que la anandamida sintetizada en células de
neuroblastoma era rapidamente degradada por una amidasa especifica que se encontraba en

grandes cantidades en todos los tipos celulares que evaluaban, incluidas células de glioma.

FAAH es una serin hidrolasa unida a membrana que ademas de degradar AEA y 2-AG

degrada una serie de acidos amidicos (Ueda ef al., 2013).



El sitio catalitico de esta enzima esta compuesto de multiples cavidades con caracteristicas
hidrofébicas e hidrofilicas cuyo rol aiin es esquivo pero se ha sugerido que AEA entra a una
de estas cavidades a través de un canal de acceso de membrana especial y posiciona la porciéon
grasa de su cadena en una zona altamente hidrofobica donde finalmente ocurre la hidrélisis

(Palermo et al., 2013).

Al igual que los receptores cannabinoideos, FAAH ha sido conservada evolutivamente y se
ha encontrado hasta en Dictyostelium discoideum, un protozoo ameboide muy primitivo

(Hayes et al., 2013).
1.2.1.4. El rol de 1a anandamida y el receptor CB1 en los sistemas fisiologicos

El receptor CB1 estd mayormente expresado en los sistemas nervioso y reproductivo,
mientras que el receptor CB2 se encuentra principalmente en células del sistema inmune. Tal
distribucion es suficiente predmbulo para poder inferir el rol significativo que juegan en

mencionados sistemas.

En el sistema reproductivo, hay receptores CB1 en ttero (Dmitrieva et al., 2002), testiculos
(Ricci et al., 2007), prostata (Tokanovik et al., 2007), epididimo (Ricci et al., 2007) y
espermatozoides (Rossato et al., 2005). Sin embargo, el rol del receptor continua siendo

elusivo, hay muchos datos conflictivos respecto a su funcion.

Rossato (2005) afirma que la activacion del receptor CB1 por la anandamida en
espermatozoides reduce la motilidad espermatica e inhibe la reaccidon acrosémica inducida
por la capacitacion; no obstante, en un estudio en humanos, Amoako y coautores (2013)
midieron los niveles de AEA en plasma seminal de hombres normospérmicos,
astenozoospérmicos y oligoastenoteratozoospérmicos y encontraron que en hombres con
pardmetros espermaticos patologicamente anormales, los niveles del endocannabinoide eran

significativamente inferiores comparados al grupo normal.

Resultado que entra en clara oposicion a lo encontrado por Rossato, pues si la activacion de
este receptor es incompatible con la fertilizacion, quienes tendrian niveles elevados de AEA

serian los hombres con patologias reproductivas.



Sin embargo la relevancia del tono endocannabinoide en los procesos reproductivos, parece
ser mas extensa, recientemente se ha publicado y constituye un hito en la fisiologia de la
reproduccion, el accionar no gendomico de los esteroides que estd ligado a una sefializacion

no convencional de los endocannabinoides (Miller et al., 2016).

El otro sistema fisioldgico que depende del tono endocannabinoide es el sistema nervioso;
hay receptores cannabinoideos en el hipocampo, hipotadlamo, neuronas etc., y el rol que

cumpliria es el control de la funcion sinaptica (Alger, 2012).

Elphick & Egertova (2001) propusieron un modelo donde la anandamida sintetizada por las
células post-sindpticas actla como mensajero retrogrado, es decir, viaja a la célula pre
sindptica para modular la liberacion de neurotransmisores de los terminales pre-sinapticos en
un proceso conocido como DSI o supresion de la inhibicion mediada por despolarizacion; se
llamo inhibicidén porque el neurotransmisor suprimido era acido y amino butirico (GABA)
responsable de sinapsis inhibitorias, pero también se describi6é similar mecanismo para la
supresion de corrientes glutamatérgicas (excitatorias) en un proceso conocido como
supresion de la excitacidn mediada por despolarizacion (DSE) (Alger, 2012; Trattner et al.,

2013).

Por esta razén se considera que el efecto mas importante de los endocannabinoides en el

sistema nervioso es controlar la sinapsis mediante estos dos procesos.

1.2.1.5. Otros endocannabinoides de importancia

Las etanolamidas evaluadas en el estudio metabolomico comparten vias sintéticas con los
endocannabinoides clasicos, en el caso de palmitoil etanolamida (PEA) y oleoil etanolamida
(OEA), son capaces de unirse al receptor CB1 con afinidad mas baja que anandamida (AEA)
pero actuan todas promoviendo el tono endocannabinoide al evitar que AEA sea degradada
por un efecto conocido como “entourage effect” (Lambert & Di Marzo, 1999; Capasso et

al., 2012).

La mas estudiada de todas es PEA, que tiene un potencial antiinflamatorio, antinociceptivo

e hipotensor significativo (Gagliano ef al., 2011).



1.2.2. La vida en las alturas

Vivir sobre los 2000 metros sobre el nivel del mar representa un desafio para cualquier ser
vivo, ya que se debe soportar una menor disponibilidad de oxigeno para el intercambio
gaseoso en los pulmones (Peacock, 1998). A medida que la altura aumenta, la presion parcial
de oxigeno disminuye de manera proporcional. Hay un 40% menos presion parcial de
oxigeno a los 4500 m.s.n.m que a nivel del mar (Frisancho, 2013) y las implicancias
fisiologicas de esta situacion se hacen evidentes cuando una persona es expuesta de manera
aguda a la altura; dolores de cabeza, mareos, nausea y problemas para dormir son sintomas

comunes del mal de montana agudo.

Un incremento en la frecuencia cardiaca e hiperventilacion constituyen mecanismos de
respuesta rapida antes el estrés fisiologico sufrido conocidos como mecanismos de

acomodacion (Gonzales, 2013).

Una permanencia cronica en altura conlleva a un aumento en produccion de eritrocitos
(eritrocitosis) en un mecanismo conocido como aclimatacion; mientras que una exposicion
generacional a hipoxia de altura produce variantes genéticas que s6lo se encuentran en
determinadas poblaciones en el mundo como los etiopes, los tibetanos y los aymaras y

constituyen mecanismos de adaptacion (Gonzales & Chaupis, 2015).
1.2.2.1. Mal de montafia crénico

Una mala adaptacion a las condiciones de hipoxia de altura conllevan a una patologia

conocida como mal de montafia cronico o Enfermedad de Monge (Ledn-Velarde et al., 2005).

Esta patologia estd caracterizada por dolores persistentes de cabeza, cianosis, tinnitus o
zumbido en los oidos, problemas para conciliar el suefio, problemas de respiracion y, sobre
todo, eritrocitosis excesiva, medida como una concentracion de hemoglobina mayor a 19

g/dL en mujeres y 21 g/dL en hombres (Ledn-Velarde et al., 2005).

Se han descrito varios posibles mecanismos detrds de la eritrocitosis excesiva como
mecanismos endocrinos, a través de androgenos y la eritropoyetina (EPO) (Gonzales &

Chaupis 2015) que favorecen la produccion de células sanguineas.



El tiempo generacional de exposicion a la altura es considerado el principal factor detrds de
la patofisiologia del mal de montafia crénico. Por ejemplo, en la meseta del Tibet, hay dos
poblaciones que viven a la misma altura pero los del grupo étnico Han apenas han estado en
esas condiciones un poco menos de 80 anos (Wu et al., 2005), mientras que los tibetanos

tienen hasta 1100 generaciones viviendo en altura (Wang et al., 2013).

Escenario similar se presenta en el Pert. Los Aymaras del sur peruano tienen mayor tiempo

generacional que los Quechuas de los Andes centrales (Hartinger ef al., 2006).

En las poblaciones con menor tiempo generacional (Han y Quechuas de Andes centrales) la
prevalencia de eritrocitosis excesiva es mayor que en las poblaciones mas adaptadas (De

Ferrari et al., 2014; Niermeyer et al., 2015).
1.2.2.2 Funcionamiento del Sistema Endocannabinoide en condiciones de hipoxia

Los mecanismos de la adaptacion a la altura no han sido plenamente dilucidados y al ser los
endocannabinoides encargados de la homeostasis, es presumible inferir que podrian estar
relacionados. Especialmente después de los reportes de Feuerecker et al. (2012) quienes
comprueban que en estrés hipoxico, hay una activacion de la actividad endocannabinoide y
un incremento en los niveles circulantes de anandamida (AEA) en sujetos expuestos a

ejercicio en altura.

Xiao et al. (2014) reportan un aumento en la actividad del receptor CB1 en condiciones de

hipoxia en ratas expuestas a camaras hipobaricas.

No hay mas estudios que se dediquen a indagar a fondo la relacion entre el sistema eCB y la

adaptacion a altura, aun cuando hay datos indirectos que sugieren una relacion importante.

En altura hay desaturacion de oxigeno durante el suefio seguida de episodios de
apnea’/hipopnea mas seguidos (Torre-Bouscoulet et al., 2007; Richalet ef al., 2005). La
anandamida esta aumentada en personas que sufren apnea del suefio obstructiva. (Engeli et

al., 2012).

AEA también media la vasocontriccion pulmonar hipdxica (Wenzel et al., 2013) que en

altura se ve incrementada.
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1.2.3. Lepidium meyenii y su rol en el sistema endocannabinoide

La maca o Lepidium meyenii es un hipocétilo peruano que crece exclusivamente sobre los
4000 metros sobre el nivel del mar en los Andes Centrales Peruanos. Tiene propiedades
fitoterapéuticas que han sido ratificadas por la ciencia, la més conocida es su capacidad de
mejorar la fertilidad mediante la mejora significativa de los pardmetros espermaticos, mejora

la motilidad, el conteo espermatico y la espermatogénesis (Gonzales et al., 2001).

No tardaron en describirse propiedades en el sistema nervioso, la maca restablece la memoria
en diferentes modelos animales en los que se induce la pérdida de memoria mediante etanol
o escopolamina (Rubio et al., 2011), tiene efectos neuroprotectores (Pino Figueroa et al.,
2013), disminuye la depresion (Rubio et al., 2006) y promueve el aprendizaje (Rubio et al.,
2011).

La maca se presenta de manera natural en diferentes fenotipos facilmente distinguibles por
el color externo de los hipocétilos. Se tiene conocimiento de una gama amplia de variedades
desde una insipida maca blanca, hasta la que toma colores que denotarian su alto contenido
en antocianinas al estar tefiiddas de un morado resaltante; sin embargo, solo se han estudiado

las propiedades biologicas de tres variedades: la amarilla, la roja y la negra.

Datos de resonancia magnética nuclear (datos propios, ain no publicados) muestran que los
metabolitos presentes en los tres tipos de maca no varian, la diferencia reside en las

proporciones de los mismos (Tabla 1).

Se ha demostrado también que las propiedades de la maca difieren segln la variedad o el

fenotipo. En la tabla 2 se presentan las propiedades de la maca segtn su color.
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Tabla 1. Metabolitos presentes en hipocotilos secos segin variedad.

Compuesto Maca negra Maca roja Maca amarilla
Acido formico 4.52 6.05 6.41
Acido fumarico 18.78 25.98 22.16
Acido malico 91.99 118.03 109.96
Acidos grasos 370.51 410.41 419.05
Adenina 4.12 4.97 4.39
Alanina 174.05 151.06 165
Colina 256.68 263.34 281.97
Fitoesteroles 24.82 26.06 27.95
GABA 96.24 78.93 96.52
Glucotropalina 53.69 49.98 54.71
Glutamina 80.66 78.83 83.99
Macamidas 37.72 41.23 45.05
Prolina 834.27 1203.19 1190.66
Sucrosa 590.88 585.48 582.85
Uridina 8.35 6.67 7.7
Valina 95.7 82.42 97.58

Valores medidos por resonancia magnética nuclear. Son intensidades relativas de los
picos caracteristicos de los compuestos al punto de referencia interno.

Tabla 2. Propiedades de Lepidium meyenii segun el fenotipo externo.

Variedad Propiedad Referencia

Negra Espermatogénesis Gonzales et al., 2006
Mejora memoria Rubio et al., 2011
Retarda fatiga Gonzales et al., 2004
Aumenta conteo Gasco et al., 2007
espermatico epididimo
Antidepresivo Rubio et al., 2006

Roja Anti osteoporosis Gonzales et al., 2004
Aumenta Interferén y Leiva-Revilla et al., 2015
Antihiperplastico Gasco et al., 2007
(prostata)
Antidepresivo Rubio et al., 2006

Amarilla  Aumenta SC epididimo Gasco et al., 2007

Antidepresivo Gasco et al., 2007
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Entre los componentes de la maca, un grupo especial de amidas fue identificado y dado que
su presencia se circunscribia unicamente al hipocétilo andino, se las bautizd como

“macamidas” (Zheng et al., 2000).

Los estudios realizados a las macamidas han permitido trazar un interesante lazo entre su

funcionamiento y el accionar del sistema endocannabinoide.

Se ha determinado que las macamidas son capaces de inhibir la hidrolasa de acidos grasos
amidicos (FAAH). Wu y coautores (2013) han caracterizado el potencial inhibitorio de 11
diferentes macamidas a través de ensayos in vitro concluyendo que, si bien es cierto, las
macamidas presentan este efecto inhibitorio, el potencial de éste dependera de la identidad

de la macamida.

Almukadi y coautores (2013) describieron la capacidad inhibitoria de FAAH exhibida por
una macamida, N-3-metoxibenzil-linoleamida, la cual inhibe FAAH de una manera dosis y

tiempo dependiente; el mecanismo de inhibicion seria irreversible o lentamente reversible.

Hajdu y colegas (2014) describieron 3 macamidas con potencial inhibitorio de la hidrolasa
de 4acidos grasos amidicos. Especialmente N-benzil-(9Z, 12Z) octadecadinamida que ademas
de ser un inhibidor de FAAH, mimetiza a los endocannabinoides incluso a concentraciones
micromolares y submicromolares, asi mismo, favorece la recaptura de anandamida y también
se une selectivamente a los receptores cannabinoideos (al receptor CB1 con 9 veces mas

selectividad que al CB2).

La accion inhibitoria de las macamidas evitaria que los cannabinoides enddgenos sean
degradados permitiendo que su circulacidon sea mas prolongada mejorando el tono

endocannabinoide.
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1.3. Situacion actual de la investigacion

El estudio del sistema endocannabinoide esta en pleno auge; son numerosas las recientes
publicaciones que reportan su implicancia en situaciones patologicas y la importancia de su
regulacion. No se ha estudiado hasta el momento su relacion con la patologia del mal de

montafia crénico ni con una posible adaptacion a la altura.

Los estudios en maca han llegado a un techo, no se ha logrado identificar un unico compuesto
activo que logre la totalidad de efectos alcanzados por la maca como un todo, y los denodados
esfuerzos por lograr que el conocimiento tradicional dé a luz propiedad intelectual altamente
rentable s6lo ha terminado en la patente de extractos de la planta (Zheng et al., 2001) o
mezclados con extractos de otras plantas (Gonzales & Gonzales, 2011) y el desconocimiento

del mecanismo de accioén ha impedido la obtencion de un farmaco a base de maca.

Los receptores acoplados a proteina G se han convertido ripidamente en una diana
terapéutica de gran importancia, al igual que los inhibidores sintéticos de FAAH, que vienen
siendo probados con éxito en pruebas para tratar condiciones patologicas como la presion
alta (Godlweski et al., 2010, Baranowska-Kuczko et al., 2016) el dolor inflamatorio (Booker
et al., 2012), el dolor visceral (Sakin et al., 2015) y también ha demostrado mejorar la

capacidad antitumorgénica de la anandamida en células cancerosas (Ravi et al., 2014).

Es en este contexto que la evaluacion del rol de la maca en la modulacion del sistema
endocannabinoide seria de gran importancia no s6lo porque nos da luces de su mecanismo
de accion y de entender su rol pleiotropico sino porque también abre las puertas a muchas
posibilidades de generacion de nuevos productos con valor agregado que seran de mucha

significancia para el pais.
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1.4. Hipadtesis

1.4.1. Humanos

Los patrones de endocannabinoides (palmitoil etanolamida, oleoil etanolamida, estereoil
etanolamida y lineaoil etanolamida) son diferentes en la poblacion de Puno frente a Lima y

se ven modificados tras la ingesta de maca.

1.4.2. Animales
La respuesta biologica de la maca en parametros espermaticos y nado forzado en ratones

macho adultos depende del receptor cannabinoide 1.

1.5. Objetivos
1.5.1. General
Determinar si la maca (Lepidium meyenii) modula el sistema endocannabinoide mediante la
medicidon de metabolitos asociados a este sistema en humanos expuestos y no expuestos a
estrés hipoxico y mediante el bloqueo del receptor CB1 en modelos experimentales en
ratones macho adultos.
1.5.2. Especifico
1.5.2.1. Humanos
e Analizar los patrones basales de los metabolitos de interés en el sistema
endocannabinoide en pobladores de Puno y Lima.
e Evaluar la relacion de los niveles de endocannabinoides con variables fisiologicas
afectadas por la hipoxia de altura: hemoglobina, hematocrito, saturacion parcial de

oxigeno y presion arterial sistdlica.

e Evaluar si la ingesta de maca altera los niveles basales de endocannabinoide en

pobladores de Puno y Lima.
1.5.2.2. Animales

e Evaluar si el bloqueo farmacologico de CB1 inhibe las propiedades de Lepidium
meyenii sobre los pardmetros espermaticos en ratones macho adultos.
e Evaluar si el bloqueo farmacologico de CB1 inhibe las propiedades de Lepidium

meyenii sobre la fatiga medida en la prueba de nado forzado en ratones macho adultos.
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2. Capitulo II. Materiales y métodos

2.1. Estudios en humanos

Se usaron datos obtenidos del proyecto “Patrones de Consumo alimentario, estado nutricional
y caracteristicas metabolomicas del habitante a nivel del mar y altura del Pera” (SIDISI
61697).

Estudio aleatorizado, controlado por placebo y doble ciego pues tanto el investigador, como
el personal de apoyo y el voluntario desconocian el tratamiento que se les habia asignado

hasta el final de estudio. En la Figura 1 se muestra el diagrama de flujo del estudio.

2.1.1. Criterios de inclusion y exclusion
El estudio incluy6d a hombres y mujeres entre 18 a 65 afios, de buena salud que no hayan
tenido enfermedad los ultimos tres meses previos al inicio del tratamiento ni estén sujetos a

medicacion permanente.

Se excluyeron a mujeres embarazadas o con amenorrea no relacionada a embarazo o
menopausia, fumadores cronicos, personas que refieran tener dislipidemia, diabetes mellitus,

o sindrome metabolico.

De igual manera se excluyo a sujetos con presion arterial sistolica mayor a 140 mmHg y/o
presion arterial diastdlica mayor a 100 mmHg y personas con glucosa en ayunas mayor a

140 mg/dL.

2.1.2. Consentimiento informado
Los voluntarios fueron informados del propdsito, los procedimientos, posibles riesgos y

beneficios de participar en el estudio.

Si estaban de acuerdo con participar firmaban el formato de consentimiento informado
(Anexo 1) aprobado por el Comité Institucional de ética en humanos de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia.

16



160 reclutados

v

—»

105 randomizados
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Figura 1. Diagrama de flujo del estudio en humanos. Reclutamiento y
metabolomica en A: Puno y B: Lima.
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2.1.3. Variables analizadas

Se extrajo una muestra de sangre de 15 mL en ayunas el dia de reclutamiento a quienes
aceptaron formar parte del estudio y cumplian los criterios de inclusion. También se midid

in situ la presion arterial y saturacion de oxigeno de pulso.

Para la medicion de la hemoglobina se hace una puncion al dedo indice del sujeto con una
lanceta, se descarta la primera gota de sangre, la segunda se usa para la medicion de
hemoglobina mediante el HemoCue system (Anglholm, Sweden), inmediatamente se coloca
un capilar hasta llenar de fluido sanguineo las dos terceras partes del mismo, se coloca en
una plastilina y se centrifuga por 5 minutos a 3000 RPM, se mide el porcentaje de la porcion

forme en relacion del total; este es el valor del hematocrito, expresado en porcentaje.

Las muestras de sangre fueron enviadas a Metabolon® (Carolina del Norte, Estados Unidos)
donde se hizo el profiling metabolico de cada muestra mediante cromatografia liquida de alta
performance. Los metabolitos analizados y las rutas metabolicas a las que pertenecen se

muestran en la tabla 3.

2.1.4. Tratamiento y duracion

Todas las personas enroladas tuvieron un tratamiento de 3 meses con alguno de los siguientes

tratamientos:

1. Extracto hidroalcoholico atomizado de maca negra

2. Extracto hidroalcoholico atomizado de maca roja

3. Placebo: Maltodextrina
Estos tratamientos fueron administrados en sachets de 3 gramos ¢/u con una codificacién que
ocultaba su identidad tanto para el voluntario como para el investigador; es decir el estudio

fue doble ciego.
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Tabla 3. Metabolitos analizados y rutas metabdlicas a los que pertenecen.

Metabolito Abreviatura Ruta metabolica
Acido araquidénico AA )
Acido graso, precursor de
eicosanoides
Leucotrieno B4 LB4
5-HEPE HEPE Eicosanoides
5-HETE HETE
1-araquidonilglicerol AG
1-docosahexaenoilglicerol DHG
1-linolenoilglicerol (18:3) LLGa
1-linoleoilglicerol (18:2) LLGb Precursores de
1-oleoilglicerol OEAG endocannabinoides
1-palmitoilglicerol PAG
13-HODE + 9-HODE HODE
Fosfoetanolamina PE
Glicerofosfoetanolamina GIliPE
2-hidroxipalmitato Hpalm
2-hidroxiestearato Hester
Oleoil etanolamida OEA
Palmitoil etanolamida PEA
Estearoil etanolamida SEA Endocannabinoides
Linoleoil etanolamida LEA

2.1.5. Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el software STATA

significativo un p<0.05.

12. Se considerd estadisticamente

Se presentan los datos como medias =+ error estandar. Se evalu6 la relacion de los niveles de

endocannabinoides con los niveles de acidos grasos precursores, eicosanoides y variables

fisiologicas mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. Se presenta el valor de p para

cada analisis. Para la evaluacion de endocannabinoides con acidos grasos precursores se usé

la correccion de Bonferroni al ser multiples las comparaciones realizadas.
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Los valores iniciales y finales se compararon mediante una prueba de t de dos colas; el valor
exacto de p es consignado para cada analisis. En ciertos casos se us6 la prueba de t de 1 cola

y es descrito en el resultado del analisis.

El efecto del tratamiento en los niveles de los diferentes metabolitos se analizé mediante la
prueba de t de dos colas; se evaluo si los tratamientos eran estadisticamente diferentes a los
mostrados por el grupo placebo mediante un ANOVA del delta de los valores (valor final —

valor basal).

2.2. Estudio en animales

2.2.1. Diseno

Estudio experimental que mediante dos experimentos evaluara si el bloqueo del receptor CB1

disminuye el efecto de la maca en:

1. Mejora de parametros espermaticos.

2. Disminucion del tiempo de fatiga.
2.2.2. Animales de experimentacion

Para cada experimento se usaran 25 ratones macho (Mus musculus) de 3 meses de edad

obtenidos del Bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
2.2.3. Aclimatacion

Una semana previa al inicio de los tratamientos, se aclimatara a los ratones en el Bioterio de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Alimentacion a base de purina especial

balanceada y agua ad libitum.
2.2.4. Etica

El Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia aprobé el protocolo del

proyecto con numero de registro SIDISI 66587 (Anexo 2).

2.2.5. Tratamientos y Dosificacion

El extracto acuoso de maca serd administrado por via oral (1.66 g/lkg BW) diariamente.
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Para todos los casos se evaluaran los efectos de AM251, un inhibidor especifico del receptor
cannabinoide CB1 (Sigma Aldrich Cod. A6226) que serd administrado subdérmicamente. La

concentracion de AM251 que cada raton recibird sera de 0.042 mg (Ballmaier et al., 2007).

2.2.6. Preparacion del extracto acuoso de maca

Se usaran hipocdtilos secos de maca negra obtenidos del departamento de Junin e
identificados como Lepidium meyenii Walp por Camilo Diaz, botanico de la Facultad de
Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los hipocdtilos (500
gramos) seran pulverizados y puestos a ebullir en litro y medio de agua por 120 minutos

aproximadamente siguiendo la metodologia descrita por Chung et al., 2005.

2.2.7. Preparacion del AM251

AM251 (1 — (2,4 — diclorofenil) — 5 — (4 —iodofenil) — 4 — metil — N — 1 — piperidinil — 1H
— pirazo — 3 — carboxamida, Sigma Aldrich Codigo A6226) se disolvera en etanol, Tween

80 y 0,9% de salino en proporcion 1:1:18.

La solucion stock se preparard el primer dia de tratamiento y se almacenara a -20°C. Cada

dia de tratamiento se descongelara para ser administrada.

2.2.8. Grupos segun tratamiento

Para cada experimento se tendran los siguientes grupos:

Vehiculo maca: agua destilada (Blanco).

Vehiculo AM251: Tween 80, salino y etanol sub dérmico (Blanco).
Maca negra.

Maca negra y AM251 sub dérmico.

AM251 sub dérmico.

A o e

En la figura 2 se muestra el diagrama de flujo del experimento en animales.
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Aclimatacion de ratones macho

(n=50)
A
Conteo espermatico Nado forzado
(n=25) (n=25)
Vehiculo de Vehiculo de Maca MNy AM251 Vehiculo de Vehiculo de Maca MNy AM251
maca AM251 Negra (MN) AM251 maca AM251 negra AM251

(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (@=5) (1=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

Y \J

3 Dias de tratamiento \ 7 Dias de tratamiento |

'

| Prueba de nado forzado |

A

Sacrificio

‘ Extraccion y pesaje de organos sexuales |

'

[ Conteo espermatico ‘

Figura 2. Diagrama de flujo del estudio en animales.
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2.2.9. Evaluacion de parametros espermaticos

El tratamiento durd 3 dias posteriormente los animales fueron sacrificados. Una vez muerto
el animal, se hizo una incision en la piel y se extrajo el testiculo derecho con todo el
epididimo, luego se separd el testiculo izquierdo con el conducto deferente intacto, éste se
extrae completo a nivel de las vesiculas seminales. Se extrajeron también las vesiculas

seminales y el testiculo.

Los organos extraidos fueron pesados y homogenizados en 1 mL de Triton (al 5 % en suero
fisiologico) luego se colocaron en placas de plastico con suero fisiologico, se extrajo el
conducto deferente a nivel del epididimo izquierdo y fue puesto en una placa de plastico con
1 mL de suero fisiologico, se cortd el conducto deferente en trozos y se afiadiéo 1 ml de

solucion de eosina al 0.2% diluida en suero fisiologico.

Posteriormente se colocd la muestra en la camara de Neubauer donde se hizo el conteo

espermatico respectivo.
2.2.10. Prueba de nado forzado

El tratamiento durd 7 dias. E1 AM251 o su vehiculo fueron administrados cada 3 dias, es

decir, los dias 1, 4 y 7 de tratamiento.

Un dia después de finalizado el tratamiento, se realizo la prueba de nado forzado que consiste
en atar a la cola del animal, un trozo de plomo que pese una décima parte del peso total del
raton, posteriormente los ratones fueron depositados en un recipiente con agua y se
contabiliz6 el tiempo que tardaron hasta llegar a la inmovilidad. Se contabiliz6 10 segundos

de inmovilidad y se saco a los ratones del agua.

Este procedimiento se realiz6 a condiciones de laboratorio, temperatura promedio del agua:

22° C.
2.2.11. Analisis estadistico

Se utiliz6 el programa estadistico STATA (version 12.0). Para analizar los efectos de cada
tratamiento se realizo una prueba de ANOVA de una via y el analisis post hoc de Scheffe.

Se consider6 estadisticamente significativo un p<0.05.
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3. Capitulo III: Resultados

3.1. Estudios en humanos

3.1.1. Relacion de los endocannabinoides y acidos grasos en plasma de hombres y
mujeres de Lima y Puno medidos por metaboléomica

Se evaltian los endocannabinoides PEA, OEA, LEA y SEA. Los acidos grasos precursores
de endocannabinoides estudiados participan en la via sintética de los endocannabinoides y

son en su mayoria acidos grasos mono y di hidroxilados (Ver tabla 3).

En la tabla 4 se muestran los principales endocannabinoides medidos en plasma y su relacion
con acidos grasos precursores. PEA, OEA y LEA son los que mayormente correlacionan con
los 4cidos grasos precursores en tanto que SEA lo hace en menor proporcion. Las

correlaciones significativas son todas de relacion lineal directa.
3.1.2. Relacion de endocannabinoides con variables fisiologicas

Se analiz6 la relacion entre los endocannabinoides y variables biologicas asociadas a hipoxia

de altura y adaptacion y falta de adaptacion a la altura (Figuras 3-6).

La concentracion de hemoglobina, el porcentaje de hematocrito y la presion arterial sistolica
guardan una relacion directamente proporcional de significancia estadistica con la totalidad
de endocannabinoides estudiados mientras que el porcentaje de saturacion de oxigeno del
pulso (SpO2) es inversamente proporcional al nivel de eCBs, dicha relacion es también

estadisticamente significativa.

Dado que estas variables son importantes y se ven alteradas en condiciones de hipoxia por
exposicion a grandes altitudes (Ledn Velarde & Monge, 1998), se ha estudiado estas mismas

relaciones en las diferentes poblaciones estudiadas, resultados que se resumen en la Tabla 5.

Se aprecia que el efecto de la concentraciéon de endocannabinoides varia a diferentes
altitudes. A nivel del mar, ninglin endocannabinoide tiene una relacién con las variables
biologicas estudiadas. Sin embargo, en altura niveles elevados de PEA y OEA estan
significativamente relacionados a un aumento de la concentracion de hemoglobina y el
porcentaje de hematocrito, mientras que todos los endocannabinoides estan positiva y

significativamente relacionados a un aumento en la presion arterial sistolica.
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Tabla 4. Relacion de endocannabinoides con metabolitos precursores.

Metabolitos | PEA | OEA | LEA | SEA | AG DHG | LLGb | OEAG | PAG | HODE | Hpalm | Hester | GliPE
OEA | 0.9a
LEA| 0.7a| 0.7a
SEA| 0.8a| 0.7a| 0.69a
AG 0 0.1 0.05 -0.1
DHG 0.3 0.3 | 0.42b 029 | 0.34
LLGb 0.3 0.3 0.5a| 0.26 0.5| 0.71a
OEAG | 05a| 05a| 0.58a| 0.37d | 0.36d| 0.6a| 0.75a
PAG | 05a| 04d| 0.5a| 0.41c| 0.38d | 0.51a| 0.64a| 0.84a
HODE | 0.7a| 0.5a| 0.78a | 0.66a 0.1 0.31 | 0.44b| 0.62a| 0.63a
Hpalm | 0.5a| 0.5a| 041c| 034| 028 | 0.34 0.29 | 0.52a| 047a 0.47a
Hester | 0.4b | 0.5a | 0.36d 0.25 0.35 0.23 0.26 0.45a | 0.46a 0.46a 0.86a
GIiPE | 0.5a 0.3 027 | 0.54a| 0.03| 0.05| -0.06 0.05 0.13 0.37d 0.21 0.22
PE 0.1 0 -0.2 0.02 -0.1 -0.3 | -0.4b -0.41 | -0.38d -0.4 -0.2 -0.2 0.5a

Se muestran los coeficientes de correlacion de Pearson con correccion de Bonferroni. Estadisticamente significativos para a:
p<0.001, b: p<0.005, c: p<0.01, d: p<0.05
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Tabla 5. Relacion entre variables fisioldgicas y endocannabinoides a diferente altitud.

PEA OEA LEA SEA
Lima Puno Lima Puno Lima Puno Lima Puno
Hemoglobina | 0373 | 0.09 0.41 | 0.0006 | -0.287 | 0.123 | 0.384 | 0.001 | -0.312 | 0.48 | 0.131 | 0.28 | -0.047 | 0.8 | 0.203 0.0918
Hematocrito | -0.307 | 0.098 0.39 | 0.0008 | -0.288 | 0.12 | 0.382 | 0.0011 | -0.131 | 0.489 | 0.116 | 0.34 | -0.047 | 0.80 | 0.208 0.083
Sp0: | -0.198 0.4 | -0.0396 0.74 | -0.078 | 0.68 | -0.11 | 0.363 | -0.121 | 0.521 | -0.07 | 0.54 | 0.242 | 0.19 | -0.12 0.32
PAS | -0.09]0.624 | 0.432| 0.002 | 0.036 | 0.849 | 0.389 | 0.0009 | -0.134 | 0.477 | 0.37 | 0.001 | 0.36 | 0.90 | 0.392 0.0008

Se muestran coeficientes de correlacion y valor de p. PEA y OFEA tienen una relacion lineal directa y positiva con hemoglobina y hematocrito
solo en Puno. Todos los endocannabinoides correlacionan positiva y significativamente con presion arterial sistolica solo en Puno. No hay relacion
significativa de ningun endocannabinoide con saturacion parcial de oxigeno en Lima ni en Puno.
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3.1.3. Patrones basales de endocannabinoides y metabolitos asociados a nivel del mar
y en la altura

El analisis de los datos de metaboldmica en plasma de varones y mujeres adultas muestra que
la poblacion de altura tiene un patrdn caracteristico diferente al poblador de nivel del mar en

relacion a los endocannabinoides y acidos grasos precursores de eCB.

Los cuatro endocannabinoides analizados en plasma son significativamente mayores en

concentracion en los nativos de Puno (Tabla 6).

Tabla 6. Valores basales de metabolitos segin procedencia.

Metabolito Lima Puno D
PEA | 0.8438+0.1688 1.2509+0.3495 <0.001*
OEA | 0.8658+0.3110 1.3570+0.5031 <0.001*
LEA | 0.7181+0.3212 1.9493+1.2738 <0.001*
SEA | 0.7060+0.1499 1.1784+0.3116 <0.001*

Valores son medias + error estandar de la media. *Prueba de t.

3.1.4. Endocannabinoides y metabolitos relacionados a la inflamacion

Se usaron los niveles de 4cido araquidonico y eicosanoides, precursores de prostaglandinas
y tromboxanos como marcadores inflamatorios. La sefalizacion de eicosanoides y
endocannabinoides estd muy relacionada y es motivo de posterior discusion. La tabla 7
muestra la relacion de endocannabinoides y eicosanoides en la poblacion general, en Lima y
en Puno, mientras que la tabla 8 muestra la diferencia de eicosanoides segun procedencia.

HEPE y ETE son mas altos en la altura, en tanto que LB4 es mas alto a nivel del mar.

Se observa una correlacion lineal positiva entre eCBs y HEPE, HETE y AA plasmatico en la
poblacidon general. Esta correlacion estadisticamente significativa se debe al aporte de la
poblacion de altura, dado que en la poblacién a nivel del mar, no se aprecia relacion

significativa.
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El caso del leucotrieno B4 (LB4) es especial pues en la poblacion general y a nivel del mar

no parece estar relacionado con ningin endocannabinoide, sin embargo en Puno la relacion

no solo es positiva sino también significativa.

Tabla 7. Relacion de eCBs y eicosanoides en la poblacion general y por departamento.

Metabolito | Lugar | PEA OEA LEA SEA AA HEPE HETE
LB4 | G 0.1233 | 0.0814 | 0.194 0.0378 | 0.4754* | 0.3489** | 0.5837*
L 0.2749 | 0.0914 0.2812 -0.0529 | 0.3959 0.72972 0.8895*
P 0.47249 | 0.3897¢ | 0.5697* | 0.5260* | 0.6372* | 0.5960* 0.7918*
HETE | G 0.5877* | 0.4881* | 0.6977* | 0.5654* | 0.7846* | 0.8799*
L 0.4262 | 0.2628 0.4351 0.1153 | 0.6905" 0.7822*
P 0.6039* | 0.4896% | 0.7228* | 0.6323* | 0.8115* | 0.8890*
HEPE | G 0.5705* | 0.4824* | 0.6556* | 0.5381* | 0.6625*
L 0.1704 | -0.0399 | 0.2146 | 0.0123 0.5354
P 0.5552* | 0.4669" | 0.6390* | 0.5321* | 0.7086*
AA | G 0.6336* | 0.4658* | 0.5274* | 0.5290*
L 0.6340¢ | 0.4774 ] 0.4592 |0.3814
P 0.7624* | 0.5333* | 0.6181* | 0.7183*

G: poblacion total. L: Lima. P: Puno. Coeficiente de Pearson *p<0.0001 **p=0.0105 ‘p=0.0001
bp=0.0007 <p=0.047 “p=0.001 °p=0.0239 ¢p=0.0005 "p=0.0013
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Tabla 8. Valores diferenciales de eicosanoides a diferente altitud.

Metabolito | Lima Puno p
AA | 1.124+0.059 1.112+0.072 0.92
HEPE | 1.369+0.139 3.047+0.421 0.0114*
HETE | 1.722+0.024 2.759+0.363 0.037+*
LB4 | 3.189+0.441 1.885+0.168 0.001*

Prueba de t. *dos colas **1 cola.

3.1.5. Efecto de los distintos tratamientos sobre los niveles de endocannabinoides

En la tabla 9 se muestra la variacion de los endocannabinoides tras tres meses de tratamiento

con placebo, maca roja o maca negra en nativos adultos de Lima y de Puno.

Tanto los niveles plasmaticos de PEA como de OEA disminuyen significativamente tras los
tratamientos con maca, mientras que los valores no se modifican en los sujetos tratados con
placebo. Los niveles de LEA disminuyen en los tres tratamientos con mayor significancia

en aquellos donde esté involucrada la maca.

El 4cido araquidonico (AA) aumenta en el grupo tratado con el placebo, mientras en los
grupos que tienen maca se denota una disminucioén que solo es significativa en el caso de la

maca negra.

Se muestra efecto placebo al analizar los resultados del ANOVA del delta de los valores
finales y basales de eCBs, s6lo la maca roja disminuye significativamente PEA respecto al
placebo , mientras que s6lo maca negra disminuye significativamente AA respecto a placebo.
El efecto placebo es comun en los tratamientos con plantas medicinales, especialmente en

altura y es discutido en la seccion correspondiente
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Tabla 9. Valores basales y finales de metabolitos segun tratamiento.

Placebo Maca Roja Maca Negra
Metabolito | Basal Final p Basal Final p Basal Final p
PEA* 1.022+0.059 0.987+0.0421 | 0.519 | 1.216+0.0575 | 1.027+0.0351 | 0.0015 | 1.140+0.0666 | 0.993+0.0442 | 0.012
OEA 1.0366+0.0829 | 0.9202+0.062 | 0.16 | 1.299+0.7231 | 1.0369+0.054 | 0.001 | 1.2901+0.503 | 1.0283+0.076 | 0.007
LEA 1.275+0.1723 0.845+0.738 | 0.007 | 1.711+0.204 | 1.1031+0.077 | 0.003 | 1.754+0.250 | 0.9332+0.096 | 0.0004
SEA 0.969+0.0526 0.9762+0.048 | 0.89 | 1.100+0.063 | 1.0365+0.050 | 0.2 1.033+0.062 | 1.008+0.0463 | 0.63
AA** 0.930+0.0655 1.00224+0.075 | 0.28 | 1.198+0.101 | 1.105+£0.0627 | 0.306 | 1.217+0.096 | 1.032+0.0691 | 0.03

Valores son medias £ Error estandar. Delta de PEA y AA significativo entre tratamientos *p=0.0498 maca roja vs placebo. ** maca negra

vs placebo.
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3.2. Estudios en animales

3.2.1. Pesos corporales y de 6rganos reproductivos

AM251 es un farmaco con potentes efectos anorexigénicos, es decir, disminuye el apetito.
Se pesaron los animales antes y después de los tratamientos que dur¢ tres dias para el conteo

espermatico (Fig. 7 A) y siete dias para el nado forzado (Fig. 7 B). No se observo variacion

significativa en el peso de los ratones en ningun tratamiento.

Pesos corporales antes y después de los tratamientos.
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Figura 7. Pesos corporales de animales de experimentacion. Pesos promedio de los ratones
del experimento de conteo espermatico (A) y nado forzado (B) antes y después de cada
tratamiento. Ningln tratamiento alterd significativamente el peso inicial (p>0.05).
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Los organos reproductivos fueron pesados una vez finalizados los tratamientos (Fig. 8)
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Figura 8. Peso de 6rganos reproductivos segun tratamiento. Ningun tratamiento tuvo efectos
en los pesos de los testiculos (A), glandulas seminales (D) ni prostata (E) érganos
importantes en el proceso de espermatogénesis, ni en el epididimo (B) y glandulas
prepuciales (C) 6rganos accesorios (p>0.05).
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Ni los testiculos (Fig. 8 A) ni la prostata (Fig. 8 E), ni las glandulas seminales (Fig. 8 D),
organos vitales en la producciéon de espermatozoides, variaron significativamente entre
tratamiento (p > 0.05), de similar manera, el epididimo, estructura donde el espermatozoide
madura y se transporta tampoco varid entre tratamientos (p > 0.01). Ningln tratamiento
produjo una variacion significativa (p>0.05) en las glandulas prepuciales consideradas
glandulas accesorias. De haber habido variacion se evidenciaria que alguno de los
tratamientos fue toxico para el animal pues evidenciaria procesos apoptoticos o proliferativos

anormales que no estan relacionados al proceso de espermatogénesis (Gupta, 2012).
3.2.2. Bloqueo de CB1 sobre la respuesta biologica a la maca negra

3.2.2.1. AM251 inhibe efectos positivos de la maca sobre parametros espermaticos

La administracion de extracto acuoso de maca negra resulta en un incremento de la
produccion o conteo diario de espermatozoides (CDE), conteo de espermatozoides en
epididimo y en conducto deferente en ratones tratados durante tres dias. Este efecto es

antagonizado por la administracion de AM251 un bloqueador selectivo del receptor CB1
(Fig. 9).

Para el conteo espermatico del testiculo se realizé el test ANOVA para evaluar si el nimero
de espermatozoides es diferente entre los diferentes tratamientos F(4,95)=40.55 p<0.0001.
El analisis post hoc de Scheffe revela que el tratamiento de maca negra aumenta
significativamente el conteo espermadtico respecto al grupo control (p<0.0001) y que el
bloquear el receptor CB1 con AM251 disminuye los efectos de la maca negra sobre este
parametro (p<0.0001). El solo bloqueo del receptor no produjo una disminucién significativa
respecto al grupo control (p=0.711) pero si respecto al tratamiento con maca (p<0.0001) e

incluso respecto al tratamiento de maca con AM251 (p=0.0001)

Hay diferencias significativas en el conteo espermatico de los distintos tratamientos en el
conducto deferente (F=20.17, P<0.0001). La maca negra aumenta el nimero de
espermatozoides en el conducto deferente respecto al control (p<0.0001) y AM251 también
inhibe este efecto (p<0.0001 respecto a grupo control y grupo con sélo maca). Similar
resultado se da en el conteo espermatico del epididimo total (cabeza y cola) (F(4, 195)=16.66,

P<0.0001). AM251 vs Maca+AM?251 p<0.0001.
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Conteo diario de espermatozoides.
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Figura 9. Produccién diaria y conteo de espermatozoides segliin tratamiento.
(A) Produccion diaria de espermatozoides en testiculo. Conteo espermatico en
(B) conducto deferente y (C) epididimo total. Letras diferentes denotan
diferencia significativa entre tratamientos (p<0.0001). El tratamiento con maca
negra (MN) aumenta todos los parametros, efecto inhibido por AM251. El
tratamiento con AM251 no produjo diferencias respecto a su vehiculo (p>0.05).
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3.2.2.2. El efecto en el retardo en el tiempo de fatiga de la maca negra depende del
receptor CB1

El extracto acuoso hervido de maca negra incrementa el tiempo de movimiento en la prueba
de nado forzado (p<0.0001 respecto al vehiculo), pero al bloquear el receptor cannabinoide,
este efecto desaparece (p=0.006 respecto a grupo con maca negra). El solo bloqueo del
receptor no reduce el tiempo de movimiento total (p=0.993 respecto al vehiculo de AM251)

(Fig. 10).

Retardo en fatiga por tratamiento.

b
| a | | a a
I I _ I I _ _ | I = I | -
TT ™ TI TT ™ TI TT T™ TI TT T™™ TI TT TM TI
Vehiculo MN Vehiculo AM251 MN MN+AM251 AM251

180
160
140

Tiempo (segundos)
—_ —_
[\ BN (@) co o o
o o o o o o <o

1o
S

Figura. 10. Efecto de los distintos tratamientos sobre el retardo en fatiga medida
mediante prueba de nado forzado. TT: tiempo total, TM: tiempo en movimiento, TI:
tiempo de inmovilizacion. La maca negra tiene efecto energizante al retardar la fatiga
respecto al vehiculo (p<0.001). Bloquear el receptor CB1 usando AM251 inhibe este
efecto (p=0.006). Letras distintas denotan diferencia significativa (p<0001).
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3.3. Discusion
3.3.1. Estudios en humanos

3.3.1.1. Rol de los endocannabinoides en la fisiopatologia del mal de montafia cronico

El efecto de los endocannabinoides sobre las variables fisioldgicas es notable, especialmente
porque las variables estudiadas tienen importancia en la biologia de altura y en el
desencadenamiento del mal de montafia crénico (MMC), especialmente por la aumentada
concentracion de hemoglobina y la reduccién en la saturacion arterial de oxigeno que se
observa en los nativos de altura como respuesta a la hipoventilacion causada por la presion
parcial de oxigeno disminuida que predomina en alturas mayores a 2000 m.s.n.m y que causa
una desaturacion de la sangre arterial y la sintomatologia que caracteriza a esta patologia

(Leon Velarde & Monge, 1998).

La adaptacion de un organismo a un medio cambiado implica mantener una homeostasis y
caracteristicas fenotipicas que le permitan afrontar sin dificultad la vida en un ambiente

cambiado.

Los endocannabinoides regulan la homeostasis de los 6rganos en los que se expresan sus
receptores. Los sistemas que rigen a los organismos y son importantes en los procesos de
adaptacion y mantenimiento de la homeostasis son el sistema nervioso, el sistema
inmunoldgico y el sistema endocrino. Numerosos estudios presentados en los tltimos afios
muestran que el sistema endocannabinoide tiene un rol regulatorio en estos tres sistemas, por

lo que consideramos pueda intervenir en los procesos de adaptacion a la altura.

La anandamida aumenta la presion arterial pulmonar (Wahn ef al., 2005). La hipertension
pulmonar es un componente que se presenta en el mal de montafia cronico y se basa en la
hipoxemia, presentando un comportamiento parabdlico respecto a la saturacion arterial de
oxigeno que a su vez depende de la altura de residencia; es decir, a alturas mayores de 3500
msnm la presion arterial pulmonar empieza a incrementarse y este aumento est4 relacionado

a la aparicion de signos como hipoxemia y eritrocitosis excesiva (Pefialoza, 2012)

La hipertension pulmonar aumenta a medida que cae la saturacion arterial de oxigeno en

nativos de altura con mal de montafia cronico (Penaloza, 2012).
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El incremento en los niveles de endocannabinoides en Puno mediaria la disminucién en SpO»

y con ello aumentaria la presion arterial pulmonar.

El aumento en la presion de la arteria pulmonar que se observa en la altura se da a través de
metabolitos relacionados a la ciclooxigenasa 2, una citoquina inflamatoria importante en la

via de sefalizacion de los eicosanoides proinflamatorios (Wahn, 2005).

En el experimento de Wahn (2005) el bloqueo del receptor CB1 no logra revertir este efecto

pero un inhibidor especifico de la hidrolasa de acidos grasos amidicos es capaz de hacerlo.

Estos datos explicarian porque el puntaje de MMC es menor en nativos de altura que

consumen regularmente maca (Gonzales et al, 2013).

Sin duda el parametro mas importante en la patologia del MMC es la concentracion elevada
de hemoglobina y mayor porcentaje de hematocrito como indicador de eritrocitosis excesiva.
El estudio se ha realizado en Puno, una poblacién de mayor antigiiedad generacional en la

altura y por lo tanto con un nimero importante de pobladores adaptados.

Un sujeto adaptado a vivir en la altura es considerado aquel que vive adecuadamente con
valores mas bajos de Hb que aquellos no adaptados y que no llegan a tener valores de
eritrocitosis excesiva. En efecto, sujetos con mayor hemoglobina tienen mayor grado de
hipoxemia que aquellos viviendo en el mismo lugar tienen menos niveles de hemoglobina

(Gonzales & Tapia, 2013).

La vida en las grandes alturas es una situacion de estrés oxidativo (Jefferson ef al., 2004). El
estrés oxidativo también explicaria los mayores niveles de eCBs en Puno en comparacion a
Lima. El sistema eCB es considerado un sistema de respuesta frente al estrés central y
periférico (Strewe et al., 2012). En un estudio, Strewe et al. (2012) muestran que cuando se
viaja al espacio, los niveles plasmaticos de eCBs aumentan y cuando se regresa a la tierra

retornan a los valores basales.

Es interesante entonces el hallazgo que en los pobladores de Puno los niveles de eCBs estan
incrementados, lo cual se deberia a una respuesta al estrés ambiental. El que los niveles de

eCBs estén mas altos justamente en aquellos sujetos con mayores niveles de hemoglobina en
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condiciones de hipoxia implica que un individuo adaptado a la altura seria aquel con valores

de eCBs plasmaticos similares a los observados a nivel del mar.

Se conoce por la literatura cientifica que hay una relacion entre la anandamida y los factores
de crecimiento hematopoiético HGF. La anandamida potencia los efectos proliferativos de
los HGFs y la proliferacion de lineas celulares hematopoiéticas siempre y cuando actie
conjuntamente con IL3, G-CSF, M-CSF y Epo; especialmente IL3 (Valk et al., 1997). Esto
implicaria que los eCBs ante la presencia de moléculas pro-inflamatorias activa la

eritropoyesis.

En condiciones de altura, los niveles de interleuquinas proinflamatorias estan elevados pues
la hipoxia induce una respuesta inflamatoria en células inmunes y endoteliales (Hartmann e?
al., 2000) al igual que la secrecion de eritropoyetina (Basu et al., 2007) por lo que en altura,

la anandamida estaria involucrada en la hematopoiesis elevada.

A pesar de que en nuestros metabolitos no se analiz6 la anandamida per se, el que haya un
significativo aumento en otros endocannabinoides y esté reportado un incremento en la
sefalizacion de este sistema en hipoxia (Feurecker et al., 2012) sugiere que los niveles de
AEA jugarian un rol en la hematopoyesis en condiciones de altura. Dado que se han
identificado ambos receptores cannabinoides en células hematopoiéticas (Kaminski et al.,

1992) otros endocannabinoides podrian también contribuir.

También se ha reportado la presencia de receptores cannabinoideos, especialmente CB2, en
mastocitos que al unirse a un ligando agonista, controlan la activacion de estas células y a su
vez la inflamacion. Se ha estudiado los efectos de PEA sobre este receptor cannabinoide
periférico y se encontr6 que actuaba como un potente agonista, por ende promoveria la
liberacion del contenido intracelular de los mastocitos, histamina y citoquinas inflamatorias

(Facci et al., 1995).

Los mastocitos cumplen un rol importante en la modulacion de la eritropoyesis en
circunstancias especiales como la inflamacién (Klimenko & Tatarko 1995) y nuestros
resultados apuntan a que en hipoxia este efecto se veria exacerbado explicando la mayor
proliferacion de células hematopoiéticas que finalmente darian lugar a la eritrocitosis

excesiva (Fig. 11).
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Figura 11. Esquema del efecto de los endocannabinoides y la altura en la produccion de eritrocitos y mastocitos. Factores de
crecimiento hematopoyético disparan la proliferacion y la diferenciacion celular que finalmente dara lugar a células especializadas. En
altura hay una elevacion de EPO que exacerba el proceso normal, al igual que AEA y PEA que en condiciones de inflamacién son
capaces de influir sobre la produccion de eritrocitos mediante la erythron response proceso especial donde los mastocitos pueden influir
positivamente en la eritrocitosis.
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3.3.1.2. Presion arterial y endocannabinoides

Se ha comprobado reiteradamente el efecto hipotensor de la anandamida (Varga et al., 1996;
del Carmen et al., 2003), a tal punto de haber sido clinicamente probados y con gran éxito
inhibidores especificos de FAAH en sujetos con hipertension arterial, demostrando una vez
mas los nexos entre los efectos de L. meyenii y este sistema ya que el consumo de maca
disminuye la presion arterial (Gonzales et al., 2014). Nuestros resultados que muestran una
relacion positiva entre eCBs y presion arterial son llamativos especialmente porque
disgregando esta relacion en las diferentes poblaciones estudiadas se percibe que es en Puno
donde reside la significancia de esta relacion. No esta muy clara la relacion de la altura con
la presion arterial. Una exposicion aguda aumenta la presion arterial que se mantiene durante
las primeras semanas; sin embargo la gran variabilidad interindividual de este pardmetro
especialmente en personas sanas no ha permitido relacionarla con los cambios fisiologicos

de climatizacion y adaptacion a altura (Bértsch & Gibbs, 2007).
3.3.1.3. Endocannabinoides e inflamacion

La senalizacion de los endocannabinoides y eicosanoides tienen un eslabon que las une: como
precursor comun acido araquidonico; las rutas sintéticas que resultan en su produccion no
comparten las mismas enzimas pero responden de similar manera a segundos mensajeros
como una elevacion en el contenido de calcio intracelular (Rouzer & Marnett, 2011) por lo

que se ha sugerido su activacion paralela.

En la tabla 7 se mostr6é coémo los eCBs estaban relacionados positivamente a los eicosanoides
especialmente en la poblacion de altura, estos datos sugieren que en determinadas

condiciones podrian activarse conjuntamente estas vias.
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3.3.2. Estudios en animales

3.3.2.1. AM251 no tiene efectos en el peso de animales estudiados

La activacion del receptor CB1 por ligandos endégenos como por exdgenos tiene efectos
orexigénicos ampliamente documentados (Williams, 1999; Kirkham, 2002 ) y AM251 es un
antagonista usado solo en pruebas experimentales pero que guarda una similitud estructural
importante con Rimonabant, un farmaco que tuvo por publico objetivo personas con obesidad
pero que fue sacado del mercado por producir efectos deletéreos sobre el estado animico.

(Kang, 2012)

Por lo que no ver una reduccion significativa en el peso de los ratones no es un resultado
esperado. Es probable que la dosis no haya sido lo suficientemente alta o el tiempo de

tratamiento muy corto.
3.3.2.2. Bloqueo farmacolégico de CB1 inhibe efectos de maca sobre parametros
espermaticos

Al bloquear el receptor CBI1, disminuye el nimero total de espermatozoides en testiculo,
epididimo y conducto deferente en raton (Fig. 9). Estos resultados son llamativos puesto que
se sabe que al activarse el receptor CBI por ligandos exdgenos como THC, hay efectos

adversos sobre la capacidad reproductiva masculina (Battista, 2015).

El rol que juega el receptor CB1 en la fertilidad masculina ha sido muy estudiado y ha sido
motivo de mucho debate. Se sabe que un fumador usual de marihuana tiene serias
afectaciones en su capacidad reproductiva, por ejemplo alteraciones hormonales y motilidad
espermatica deficiente por lo que se ha sugerido que el receptor CB1 al ser activado influiria
negativamente en la reproduccion (Battista, 2015). Sin embargo, mediciones del plasma
seminal de sujetos con problemas reproductivos (astenoteratozoospermia, oligozoospermia
y azoospermia) muestran que tienen niveles de AEA inferiores a hombres sin afectaciones
de esa naturaleza (Amoako et al., 2013). Si la activacion de receptor CB1 no fuera compatible

con la fertilizacion, no se explicarian estos resultados.

Al bloquear el receptor CB1 con AM251 la capacidad de la maca negra para incrementar el

conteo espermatico se ve significativamente inhibida. Nuestra hipotesis sefiala que L. meyenii
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inhibe FAAH, lo que llevaria a un incremento de AEA circulante. Al bloquear el receptor
CB1, la AEA no tendria receptor sobre el cual trabajar. La AEA y CBI1 juegan un rol

importante en los procesos de espermatogénesis y espermiogénesis.

En un estudio en ratones, Chioccarelli et al. (2010) demostr6 que la activacion del receptor
CBI1 regula el remodelamiento de la cromatina y controla el empaquetamiento del ADN. Un
knock out del gen que codifica CB1 reduce la calidad de la cromatina espermatica y produce
mayores tasas de fragmentacion de DNA espermatico, especialmente durante el transito del

espermatozoide a través del epididimo.

Por tanto, no es el receptor CB1 el incompatible con la salud reproductiva, sino un desbalance
en su regulacion; la presencia de sustancias exogenas como el THC altera la regulacion
cannabinoide porque compite con la AEA por el receptor, disminuyendo el “tono de AEA”
necesario para el metabolismo de las células espermadticas y su normal proliferacion y

diferenciacion.

La no variacion del peso de 6rganos sexuales (Fig. 8) indica que ningln tratamiento permitié

la proliferacion celular irregular en los animales de experimentacion.
3.3.2.3. El efecto energizante de Lepidium meyenii depende del receptor CB1

La resistencia al ejercicio fisico es una variable multifactorial que involucra diversos
sistemas, entre ellos el nervioso. Es en este sistema donde los eCBs ejercerian sus mayores

efectos.

En el cerebro, la mayor densidad de receptores CB1 se encuentra en los ganglios basales,
especificamente en los nucleos de salida y en el cerebelo (Dietrich & McDaniel, 2004). Los

ganglios basales y el cerebelo son responsables del control motor voluntario (Jueptner ef al.,

1998).

La inactivacion del receptor CB1, ya sea farmacoldgica o genéticamente (KO del gen
codificante) produce hipoactividad (Steiner et al., 1999; Dietrich & McDaniel, 2004)
Resultado concordante con el obtenido al bloquearlo con AM251 (Fig. 10).

La maca posee un efecto energizante (Fig. 10) pero los mecanismos detras no son conocidos.

A luz de los resultados de bloqueo farmacolédgico, es posible aseverar que la capacidad
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inhibitoria de FAAH que presenta la maca aumentaria el tiempo de circulacion de la AEA
manteniendo activados por mas tiempo los receptores CB1 y logrando asi mayor

movimiento.

Otro factor importante en la resistencia fisica es el consumo de oxigeno. Braga (2016) ha
reportado que el consumo de maca aumenta el consumo méximo de oxigeno (VO2 max). Los
receptores cannabinoideos activan las vias del 6xido nitrico (Stefano et al., 2000) que inhiben
la citocromo ¢ oxidasa promoviendo un mejor uso el oxigeno (Brown & Borutaite, 2001),

una economia de oxigeno mas eficiente.

Estos mecanismos no han sido estudiados a profundidad y representan un fértil campo de

investigacion a futuro.
3.3.2.4. Posible mecanismo de accion de Lepidium meyenii

Se ha demostrado mediante el ensayo de bloqueo farmacolédgico, que los efectos positivos de
la maca no persisten una vez bloqueado el receptor CB1. Por tanto, las macamidas contenidas
en L. meyenii son las grandes responsables de sus efectos positivos, por lo menos en los

parametros estudiados.

Al inhibir FAAH no so6lo se aumenta y alarga el tiempo de accidon de la anandamida, sino que
también disminuye el pool de 4cido araquidonico disponible para la posterior sintesis de
eicosanoides proinflamatorios, lo cual explicaria el efecto antiinflamatorio que se ha

reportado tiene la maca.

Sin embargo las macamidas no so6lo regularian indirectamente este sistema mediante la
inhibicion de FAAH. Hajdu (2014) identifico ciertas macamidas capaces de unirse selectiva,
aunque débilmente, al receptor CB1, mimetizando el accionar de la anandamida. De manera
que directa e indirectamente, es a través de este sistema donde la maca ejerce sus efectos
positivos sobre los distintos parametros. Se mostré en la Tabla 1, que la cantidad de
macamidas varia entre los diferentes fenotipos de maca por lo que es necesaria su
identificacion y andlisis. La naturaleza de las macamidas podria explicar el efecto biologico

diferencial de estas.

La figura 12 grafica esta hipotesis.
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Figura 12. Posible mecanismo de accion de Lepidium meyenii. Las macamidas act@ian
indirectamente sobre el sistema endocannabinoide inhibiendo FAAH incrementando el nivel de
eCBs circulantes y potenciando su accion sobre los receptores CB1 y CB2. El pool de 4cido
araquidonico libre para la sintesis de eicosanoides proinflamatorios disminuye lo cual explicaria
el potencial antiinflamatorio de la maca. La maca también puede actuar directamente sobre este
sistema pues algunas macamidas pueden unirse directa y selectivamente al receptor CB1.
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4. Capitulo I'V: Conclusiones

4.1 Humanos

Los niveles de endocannabinoides estan elevados en los nativos de altura en
comparacion con los habitantes del nivel del mar y dicha elevacion guarda relacion
con la mayor concentracién de hemoglobina y la menor saturacion parcial de oxigeno

sugiriendo un posible rol de los eCBs en la etiopatologia del mal de montafia cronico.

El consumo de maca durante tres meeses reduce los niveles basales de los
endocannabinoides palmiotil etanonalimda y oleoil etanolamida y de acido
araquidonico en los nativos de altura. PEA y OEA no son degradados por FAAH, de
tal manera que la maca modularia el sistema endocannabinoide por mas de un

mecanismo

4.2. Animales

La respuesta biologica de la maca negra sobre el conteo espermadtico se ve inhibida

con el bloqueo del receptor cannabinoide 1 en ratones macho adultos.

Los efectos de la maca como retardante de fatiga y energizante se ven inhibidos
después de bloquear selectivamente el receptor cannabinoide 1 en un modelo animal

usando ratones macho adultos.
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4.3. Sugerencias

Los endocannabinoides parecen jugar un rol central en la etiologia del MMC,
condicién que estd ligada a los procesos de adaptacion a la altura. Se ha estudiado
una poblacion con mayor tiempo generacional viviendo en dichas condiciones, es
necesario estudiar los mismos parametros en personas expuestas de manera aguda a
la hipoxia y/o poblaciones con menor tiempo generacional. En este escenario, Cerro
de Pasco se perfila como la poblacion experimental ideal para develar como estan los
patrones basales en una poblacidon generacionalmente menos adaptada. En la misma
linea, solo 10 sujetos estudiados en el presente trabajo presentaron un score de MMC
mayor a 5, es necesario evaluar los niveles de eCBs en nativos de altura sanos vs.

aquellos con diagnostico de MMC.

Es necesario rehacer los ensayos de bloqueo farmacolégico tomando en
consideracion diferentes dosis de bloqueador para ver si el efecto es dosis

dependiente.

Para una mejor dilucidacion del rol de las macamidas y el sistema endocannabinoide,
los futuros ensayos de bloqueo farmacologico deben incluir la cuantificacién e

identificacion de las mismas.
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Anexo 1

ANEXO N° 1B

FORMATO DE CONSENTIMIENTO

INSTITUCIONES: = Universidad Peruana Cayetano Heredia en Lima, Universidad
Nacional del Altiplano en Puno y Universidad de la Amazonia
Peruana en Iquitos.

INVESTIGADORES: M.Sc. Lidia Caballero G., Dra. Janeth Braga, Dr. Gustavo
Gonzéles R.

TITULO: PATRONES DE CONSUMO ALIMENTARIO, ESTADO
NUTRICIONAL Y CARACTERISTICAS METABOLOMICAS
DEL HABITANTE A NIVEL DEL MAR Y ALTURA DEL
PERU.

PROPOSITO DEL ESTUDIO

Lo estamos invitando a participar en el estudio “Patrones de consumo alimentario,
estado nutricional y caracteristicas metabolémicas del habitante a nivel del mar y altura
del Peru”, el mismo serd desarrollado por investigadores de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, Universidad Nacional del Altiplano en Puno y Universidad de la
Amazonia Peruana en Iquitos. Este estudio se llevard a cabo en varones y mujeres
adultas tanto en Iquitos como en Puno.

El objetivo de este estudio es analizar las asociaciones y diferencias entre el patrén de
consumo alimentario e ingesta de nutrientes con las caracteristicas metabolomicas,
estado nutricional y composicién corporal del poblador habitante a nivel del mar y de
altura.

El estudio se justifica en el sentido que cuando usted consume una dieta, los alimentos
y bebidas se constituyen en un vehiculo de nutrientes; proteinas, grasas, carbohidratos,
vitaminas y minerales que van a ejercer un efecto a corto y a largo plazo en su estado de
nutricién y salud. Estos nutrientes al ser consumidos en exceso o en déficit van a
determinar su composicién corporal y funcionalidad de su organismo, respecto a
cantidad de grasa, musculo, asi como en la forma corporal. Todos estos aspectos,
pueden ser medibles y uno de los métodos que permiten conocer cuél es la caracteristica
funcional del organismo es la metabolémica, que permite conocer las diversas
substancias en sangre y analizar metabolitos o sustancias indicativos de la funcionalidad
orgénica total.

Estos resultados, en conjunto, ayudardn a responder diversas interrogantes sobre su
estado nutricional, calidad de su dieta, nivel de grasas y/o lipidos en sangre, niveles de
glucosa en sangre, metabolitos de mayor circulacién en sangre, y su relacion con el
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estado de salud. Aspectos que podrian ser conocidos en razén a los resultados de este
estudio, al cual le invitamos a participar.

1)
1

'PROCEDIMIENTOS: : . : P :
Si- usted acepta participar en el estudio, se le solicitard . 1nforma010n nutr1c1ona1
alimentaria y antropométrica segun lo siguiente: -

1.Se le aplicard un cuestionario detallado sobre patrones de consumo ahmentano la
aplicacion la realizard un profesional capacitado para estos fines, Se realizard en un
tiempo no mayor a 30 minutos, por una vez. - - , LREE s aith A s
2.Se le solicitara llenar, ajustdndose a la Verdad un reg1s‘ro de los ahmentos y
preparaciones que consume durante dos dias regulares de la semana y. un fin.de semana,
el mismo deberd ser llenado conforme a lo que come en cada momento. del dia.
Permanentemente podré ser orientado al respecto, llamando a los telefonos que ﬁguran
en este formato. L= 3 E L e N

A
»

3.Se le solicitard responder a un cuestionario corto sobre la act1v1dad ﬁs1ca que
desarrolla durante los dias de la semana. La aplicacion tarda 5 minutos.: ™ .=/« = inin
4.Se le solicitara responder una encuesta de salud y un cuestionario sobre sintomas de
mal de montafia en pobladores de los andes, con un tiempo de duracién de 5 minutos.
5.Segin la disponibilidad de su tiempo, se programard la realizacién 'de mediciones
antropométricas de peso, talla, longitudes de brazos y piernas, anchura y circunferencias
de hombros, cintura y caderas..Estas mediciones permitirdan determinar varios indices
relacionados con su estado nutricional y composicion de su:.cuerpo, para lo cual debera
disponer de 30 minutos y acercarse preparado con la menor cantidad .de.ropa para
facilitar las mediciones. :

6.En la misma sesion, utilizando un equipo (bioimpedanciometro), que:no determina
ningun riesgo para su salud, se determinard la cantidad de g1asa y musculo la med1c1on

Vg

tarda 40 segundos. »

7.El tiempo total de su participacién en este ebtudlo 1o serd mayor de una hora y 30
minutos. : e -

8.Para el estudio metabolormco se le solicitara una (01) muestra Unica de sangre de 15
ml por via venosa (aproximadamente 3 cucharitas) en ayunas. La muestra sera‘obtenida
~ por personal de salud capacitado para este proceso. Se utilizardn materiales nuevos,
estériles y descartables. La muestra serd utilizada para“analizar las caracteristicas
metabolomicas, marcadores hepaticos, = renales, = inflamatorios, - ‘marcadores
hematoldgicos; glicemia, lipidos en sangre e insulina. = =~ .. :

RIESGOS Y PRECAUCIONES ‘ ¢
Usted sentird un breve dolor durante la venopuncién y un pequefio riesgo de moreton 0
sangrado bajo la piel en el sitio de la puncién. La ocurrencia de sangrado, puede ser
minimizada levantando el brazo usado para la toma de muestra o aplicando presidn en el
sitio de la puncién después que el catéter es retirado del brazo. T

El volumen total de sangre a extraer serd de 15 ml. (aprommadamente 3 cucharltas)
para todas las pruebas descritas.
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La dufacién del estudio, incluidos los procedimientos descritos, estd calculado en 10
minutos para la toma de sangre, 30 minutos para la realizacién de encuestas, 30 minutos
para los registros antropométricos y por bioimpedanciometria.

Podria haber riesgos adicionales que no podemos predecir en este momento. Pero
personal de salud- altamente capacitado estard presente durante las pruebas para
monitorear su salud. p '

Estos resultados, le permitirdn conocer cuél es su estado de salud y cémo prevenir
eventuales enfermedades. Para ello recibird la orientacidn necesaria por profesionales
especialistas. Esta-informacién serd de manera personal y muy confidencial. Se sugerira
* su asisténcia a los servicios de salud correspondientes, en caso de necesitar algtin apoyo
" profesional.
COSTOS E INCENTIVOS -l
- Su participacién en este estudio, no tendrd ningin costo para Usted. De igual forma, no
recibird ningtinincentivo' econémico, pero nos permitira tener mas conocimiento sobre
las caracteristicas alimentarias y su influencia en los procesos metabélicos. ‘

'CONFIDENCIALIDAD: By . :
‘Nosotros guardaremos su informacién con c¢6digos y no con nombres. Si los resultados

de este seguimiento son publicados, no se mostrara ninguna, informacién que permita la
..identificacién ‘de las personas que-participan en este estudio. Sus archivos no seran
mostrados a ninguna persona ajena al estudio sin su consentimiento.

'DERECHOS DEL PACIENTE: :

- Laparticipacién en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted no tiene que
participar si no lo desea. Si usted decide participar en el estudio, puede retirarse de &ste

~en cualquier momento, 0 no participar en una parte. del estudio sin perjuicio alguno, sin
tener que dar explicaciones, nadie le preguntard por qué no desea participar.

- Sitiene alguna pregunta o duda sobre el proyecto, puede contactarse con el Dr.
Gustavo Gonziles Rengifo, investigador principal del proyecto al teléfono (01)319
0000 2515 o0 a la MSc. Lidia Caballero Gutiérrez al teléfono 951052792.

Si tiene preguntas sobre los aspectos éticos. del estudio, o cree que ha sido tratado
injustamente puede contactar al Dr. Fredy Canchihuamsn, Presidente del Comité
Institucional de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, al teléfono 319-
0000 anexo 2271. : ’

CONSENTIMIENTO

Este estudio me ha sido explicado. He tenido la oportunidad de hacer preguntas. Acepto
voluntariamente participar en el estudio. Entiendo que puedo negarme a participar o
retirarme del estudio en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones y sin que

por ello se me sancione. Si luego tengo méas preguntas acerca del estudio, puedo
comunicarme con la investigadora, al teléfono arriba indicado.
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tengo preguntas acerca de mis derechos como participante en esta investigacién, o me
parece que he sido tratado injustamente, puedo comunicarme con el presidente del
Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, al teléfono arriba
mencionado.

Me entregaran una copia de este consentimiento.

Firma del Participante Fecha
Nombre:

DNI:
Huella digital

Declaracion del Investigador:

Yo declaro que el participante ha leido la descripcién del proyecto, he aclarado sus
dudas sobre el estudio, y ha decidido participar voluntariamente en él. Se le ha
informado que los datos que provea se mantendrdn anénimos y que los resultados del
estudio seran utilizados para fines de investigacion.

Investigador 'Fecha
Nombre:

DNI:

& AL U

o 09 200 4

“““““““
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Anexo 2
UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

Vicerrectorado de Investigacion
Direccion Universitaria de Investigacion,
Ciencia y Tecnologia (DUICT)

CONSTANCIA DE APROBACION DE INICIO DE EJECUCION
DEL PROYECTO

Bl que suscribe, Presidente del Comiteé Institucional de Etica para el Uso de Animales
CIEA de la Universidad Peruana Cayetano Heredia certifica, que el Proyecto de
Investigacion, version de fecha 07 de abril del 2016, titulado “Efecto de AM251,
bloqueador del receptor endocannabinoide CB1, en la respuesta biologica a la maca
negra en ratones machos adultos.”. Codigo de inscripcion 66587, presentado por la
Investigadora principal Srta. Dulce Esperanza Alarcén Yaquetto; lLa aprobacion en

mencion fue aprobada en la sesion del CIEA del 01 de junio del 2016.

Esta aprobacién tendrd vigencia hasta el 31 de mayo del 2017. Los tramites para su

renovacion deberan iniciarse por lo menos 30 dias previos a su vencimiento.

[ima, 01 de junio del 2016

UNIVERSIDAD
PERUANA

CAYETANO HEREDIA

DUICT

) Presidente
Comité Institucional de Etica para
el uso de Animales - CIEA

CONS-CIEA-018-2016

/"latiana

Ay Honorio Delgado 430 L (51 1) 319-0000 A.2271/2542 www.upch.edu.pe/vrinve/duict
Lima31 E. duict@oficinas-upch.pe
P.O. Box 4314 Lima100
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