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1. Resumen:

Introduccion: La fraccion n-butandlica del extracto metandlico de maca contiene
alcaloides que se ha sugerido pueden ser toxicos. Objetivo: conocer el efecto de
la administracion del extracto metandlico y la fraccion acuosa y butandlica de
maca roja por via orogéstrica sobre la funcion renal de ratas Sprague-Dawley
macho durante 90 dias. Métodos: Se distribuyeron en: Grupo 1: control (agua
destilada), Grupo 2: (1g de extracto metandlico de maca roja/k/dia), Grupo 3:
(0.89gr de fraccion acuosa de extracto metandlico /k/dia), Grupo 4: (0.11g
fraccion butanolica de extracto metandlico /k/dia). Se compard la bioquimica
renal, volumen urinario de 24 horas y la histologia renal con el programa
estadistico STATA V.14 Resultados: EI peso final, peso de rifiones,
hemoglobina final e histologia fueron similares. El conteo de plaquetas fue menor
en el grupo que recibié fraccion butandlica. La glucosa sérica fue menor en el
grupo que recibid fraccién acuosa y fraccion butandlica (P=0.0021). El calcio
sérico total fue menor con el extracto metanolico y fraccion butandlica de maca
roja respecto al control y al grupo con fraccién acuosa de maca (P=0.0003). Todos
los valores estuvieron dentro del rango de normalidad. EI volumen urinario fue
mayor en el grupo tratado con fraccion acuosa comparado con el grupo control
(P=0.028). Conclusiones: No hubo  diferencias en la filtracion glomerular
evaluada como creatinina serica, ni en la histologia renal en los grupos que
recibieron extracto metandlico o las fracciones acuosa o butandlica de maca roja.
El grupo que recibid fraccion acuosa tuvo mayor volumen urinario que el grupo
control. Palabras claves: Lepidium meyenii, extracto metandlico, fraccion acuosa,

butandlica, rifion, calcio.



1. Summary

Introduction: The n-butanol fraction of maca methanolic extract contains
alkaloids and it has been suggested, they might be toxic. Objective: to know the
effect of metanolic extract and aqueous and butanolic fractions of red maca
received by orogastric gavage over renal function in male Sprague-Dawley rats
treated during 90 days. Methods: the animals  were divided in: Group 1:
distilled water, group 2: 1gr of metanolic extract/k/day), group 3: (0.89gr of
aqueous fraction/k/day), group 4: (0.11g of butanolic fraction/k/day).
Biochemical and histological features and urine volume were compared by using
STATA program V.14. Results: There were no differences in final weight,
hemoglobin, kidney weights and histology. Platelet count was lower in butanolic
group (P= 0.01). Serum total calcium was lower in the group that received
metanolic extract and butanol fraction of red maca respect to control group and
the aqueous group (P=0.0003). All values were within normal range. Urine
volume was higher in the group receiving aqueous fraction than in control. (P=
0.028). Glucose levels were lower in butanolic and aqueous groups than control.
(P=0.0021). Conclusions: There were neither differences in glomerular filtration
evaluated by serum creatinine, nor in histological findings after receiving
metanolic extract or aqueous or butanolic fractions of red maca. Aqueous group
had higher urine volume than control group. Key words: Lepidium meyenii,

metanolic extract, aqueous fraction, butanolic fraction, kidney, calcium.



2. Introduccion

La medicina tradicional y complementaria se ha empleado por diversas culturas:
china, ayurvédica, unani, entre otras. (1)

Muchas de las plantas usadas tradicionalmente han sido objeto de investigacion,
lo que ha permitido comprobar beneficios en la salud aunque también se ha
podido identificar ciertos efectos nocivos al ser consumidas. (2, 3,4)

Lepidium meyenii, maca, es una crucifera (Brasicacea) de los andes peruanos,
cuya primera descripcion se publico en el siglo XVI, por el cronista Cieza de
Leon. (5)

El hipocdtilo de la maca que crece al interior del suelo es la parte reservante y
comestible.

El hipocétilo de esta planta consumida tradicionalmente luego de un proceso de
secado natural (liofilizado natural), puede almacenarse por muchos afios,
manteniendo sus propiedades bioldgicas.  Habitualmente los hipocotilos
deshidratados se cuecen con agua, para luego ser consumidos. (5)

Desde el 2000, se han reportado multiples beneficios por el consumo de maca
tanto como extracto acuoso, hidroalcohélico, metandlico, como hexanico, en
diferentes modelos experimentales. (6-9)

Estos estudios han permitido demostrar que su administracion por via oral
produce un incremento en el recuento de espermatozoides, mejora de la memoria
y la depresion, reduccion de la glicemia, del perfil lipidico, y propiedades
antivirales, entre otros. (10-13)

Muchas de estas propiedades ademas de ser evidenciadas en modelos animales

han sido comprobadas en seres humanos. (14-17)



El hipocotilo seco de Lepidium meyenii contiene 59% de carbohidratos
hidrolizables, 10.2% de proteinas, 2.5% de lipidos, 8.5% de fibra, 10.4% de agua
y 4.9% de ceniza. Contiene un alto contenido de aminoacidos esenciales y acidos
linoléico, palmitico y oléico. (18)

Se han identificado varios metabolitos secundarios que podrian ser responsables
de los efectos bioldgicos observados. Se ha descrito glucosinolatos, macamidas,
metil tetrahidro beta carbolinas, flavonolignanos, entre otras. (19-22)

La metil tetrahidro beta carbolina de &cido carboxilico (MTHC), presente en la
fraccion butandlica de un extracto metandlico de maca ha sido relacionadas con
efecto nocivos sobre el sistema nervioso central. (21)

A consecuencia de esta Gltima publicacion, las agencias alimentarias de Francia y
Alemania pusieron una alerta acerca del consumo de maca. Sin embargo no se ha
demostrado de manera sostenible dicha aseveracion. Adicionalmente hay
evidencia de la presencia de dicho compuesto en una gran variedad de frutos de
consumo habitual, en los que no se ha descrito la presencia o desarrollo de algun
efecto toxico. (23,24)

Un reciente estudio no evidencia efecto toxico en el recuento espermatico por la
administracion de la fraccion butandlica de maca negra o de maca amarilla por
tres dias. (25)

Hasta la fecha no existen estudios sobre el efecto de la maca sobre la funcion
renal.

Se han reportado efectos de otras especies de Lepidium como L. sativum y L.
latifolium sobre la funcién renal al producir un incremento en la diuresis, sin

embargo no se han encontrado reportes sobre algun efecto benéfico o deletéreo



que Lepidium meyenii pueda tener sobre la funcién renal al ser consumida por
corto o largo plazo. (26, 27)

Considerando que la MTHC tiene excrecion urinaria, es posible que puedan tener
un potencial efecto nocivo, por lo que es necesario evaluar el efecto sobre la
funcién renal al consumir por periodos prolongados la maca en particular, la
fraccion butandlica del extracto metandlico de maca elaborada siguiendo él
método de extraccion desarrollado por Piacente. (21)

Ademas esta crucifera forma parte de la alimentacion de la poblacién peruana y
adicionalmente es consumida en otros paises y debe por tanto evaluarse algun
dafo potencial que alguno de sus metabolitos pudiera ocasionar, particularmente

al ser consumida por periodos largos.



3. Planteamiento de la investigacion:

3.1 Planteamiento del problema:
El rifidn tiene multiples funciones, entre ellas, la excrecion de productos del
metabolismo de sustancias enddgenas o exdgenas, participar en la sintesis de
hemoglobina a través de la hormona eritropoyetina, mantenimiento del balance de
agua y electrolitos, de cationes mono como divalentes, contribuir a regular el
estado acido base, entre otros. La perdida de estas funciones lleva a
complicaciones que pueden llegar a ser mortales. (28, 29)
El incremento en la aceptacion de la poblacion mundial a la medicina tradicional
ha llevado a un mayor consumo de plantas en diversas formas de preparacion para
el alivio o mejoria de ciertas patologias. (30)
Las publicaciones cientificas sobre maca y la difusion de las mismas han
permitido que pueda hacerse conocida y comercializada en diversos paises, sin
embargo los reportes de efectos deletéreos de uno de sus metabolitos secundarios,
la MTHC, ha llevado a emitir ciertas restricciones o alarmas sobre su consumo.
(21,31)
En estudios experimentales en ratones se observo que la ingestion de dosis
menores a 15 g de maca molida/kg de peso/dia por 7 dias era inocua. (32)
Se ha evaluado los efectos de la administracion de tres fenotipos de extracto
acuoso hervido de maca por 6 semanas en ratas, evidenciandose propiedades
benéficas segun el fenotipo. EIl peso de higado ni rifiones del grupo que recibio

extracto acuoso comparado con el grupo control fue similar. (33)



La administracion de 1g de hipocotilos secos molidos/Kg. de peso/dia durante 84
dias en ratas, no mostro efectos nocivos y la histologia hepéatica fue similar
comparada con el grupo control. (34)

No se ha estudiado sin embargo, el efecto de compuestos especificos que podrian
tal vez ser deletéreos para la salud. La idea del presente estudio es evaluar la
fraccion butanodlica del extracto alcaloide de maca roja donde segin Piacente se
encuentran las metil tetrahidro f carbolinas de acido carboxilico. (21)

Dado que las MTHCs tienen excrecion renal y se encuentran presentes en la
fraccion butanodlica del extracto metandlico de maca, surgio la necesidad de
evaluar la funcion renal en el aspecto bioguimico e histologico al consumir por 90
dias la fraccion que contiene este alcaloide, pues no se encontraron reportes al

respecto en modelos experimentales.

3.2 Marco teorico

La medicina tradicional y complementaria se ha empleado desde tiempos antiguos
y actualmente su uso y aceptacion en paises industrializados se ha incrementado,
ofreciendo una alternativa o complemento para el alivio de ciertos problemas de
salud. (1)

Concomitantemente se han incrementado el nimero de publicaciones que reportan
beneficios por el consumo de extractos o fracciones de extractos de plantas
actuando como antioxidantes, reductores de glicemia, de colesterol, atenuando el

dafo producido por farmacos citotoxicos, y reductores de peso, entre otros. (5,35)



Por otro lado, a través de estudios en modelos experimentales se han reportado
efectos deletéreos por el consumo de ciertas plantas, que si bien tienen algln
efecto positivo, han mostrado producir toxicidad hepatica y/o renal. (3,4)

Entre la amplia gama de plantas consumidas en nuestro pais destaca Lepidium
meyenii, una crucifera, descrita desde el siglo XV1, que ha sido por muchos afios
poco conocida, pero gracias al incremento y difusién de diversas investigaciones
cientificas, su consumo, demanda y produccion han ido en aumento en las Gltimas
décadas. (31)

Entre los metabolitos primarios presentes en la maca, se describen: proteinas
entre 10.2 a | 18%, con gran contenido de aminoacidos esenciales. Ademas
presenta 32.6% de &cido linoléico, 23.8% de 4acido palmitico y 11.1% de &cido
oléico. También se han identificado varios tipos de vitaminas como pro-vitamina
A, B1, B2, B6 y C. Se ha identificado hierro, zinc, calcio, cobre, bajos niveles de
sodio y gran cantidad de potasio. (18, 36)

Dentro de los carbohidratos presentes en la maca, se ha obtenido polisacaridos
hidrosolubles en extractos acuosos. Estos polisacéaridos estuvieron constituidos
por ramnosa, arabinosa, glucosa y galactosa. (37)

Se han identificado diversos metabolitos secundarios entre los que destacan los
macaenos, macamidas, glucosinolatos, betahidro tetra carbolinas de 4&cido
carboxilico, y flavonolignanos, entre otros. (5,38)

Los glucosinolatos no tienen actividad biolégica por si solos, pero al ser
transformados en isotiocianatos o en los metabolitos de éstos, adquieren
importante actividad bioldgica principalmente proapoptética y antiproliferativa.

(39)



Su excrecion es renal, pudiendo servir sus metabolitos como biomarcador de la
exposicion a isotiocianatos. (40)

En el 2004 se generd una alerta en la Agencia Alimentaria Francesa sobre el
consumo de maca debido a la publicacién de Piacente sobre las MTHCs, quien
sugeria la presencia de un efecto aparentemente negativo sobre el sistema
nervioso central. (21,31)

Las tetrahidro B carbolinas de acido carboxilico, producto de la reaccion de una
indolamina y un aldehido, han sido identificadas en extractos de ajo, queso, leche,
alimentos ahumados y en la fraccion butandlica de Lepidium Meyenii. (21, 41)
Estudios realizados con ajo afiejado, han mostrado efectos antioxidantes y
favorables para la salud. (42,43) Adicionalmente se ha observado en modelos
murinos el beneficio del consumo de ajo macerado en alcohol para reducir la
presion arterial por un periodo de observacién de 10 dias. (44)

Luego de la administracion de MTHC, se le ha podido identificar en tejido
hepatico, esplénico, cerebral, muscular, cardiaco y renal. Luego de 24 horas de
administrado se pudo recuperar el 30% del compuesto en orina. No se identifico
variaciones en la histologia de estos 6rganos luego de la administracion de MTHC
por 6 semanas. (45)

Por otro lado, extractos metandlicos y acuosos de Brassicaseas como Lepidium
sativum y Lepidium latifolium, tienen ciertas propiedades sobre la funcién renal,
encontrandose efectos en la excrecion renal de glucosa e incremento en el
volumen urinario. Estos efectos han sido observados al administrar en algunos
casos el extracto metanolico o acuoso por Unica vez y en otros al recibirlos por

tres semanas. (25, 26, 46, 47)



A la fecha no se han encontrado reportes de evaluacion del efecto de Lepidium
meyenii en la funcién renal a excepcion de una probable inhibicion de la enzima
convertidora de angiotensina en un estudio in vitro. (48) Adicionalmente se
encontré cierto efecto antihipertensivo en mujeres postmenopausicas. (17)

Otro aspecto relevante a considerar es que la variedad, el tipo de extracto o
fraccion empleados y el tiempo de consumo pueden guardar relacion con sus

propiedades. (5,49)

3.3 Justificacion del estudio
El conocimiento de los efectos a nivel renal generado por el consumo de Lepidium
meyenii, que tradicionalmente ha sido consumida por la poblacion en el Perd, es
atil y relevante porque ello contribuye al sostenimiento en su produccién e
incremento en su comercializacién nacional e internacional si se comprueba el
beneficio.
Si por el contrario se evidenciasen efectos toxicos, se podria limitar su consumo,
identificando el efecto no deseado a nivel renal.
Dado que existe un efecto diurético observado en otras especies del género
Lepidium, es relevante evaluar si Lepidium meyenii comparte esta propiedad; ello
permitira asi ampliar el conocimiento de sus propiedades y sus utilidades en otros
campos ademas de los ya conocidos como el aspecto reproductivo.
El estudio del efecto de la maca sobre la funcién renal permitird posteriormente
evaluar el rol del consumo de dicho producto en situaciones en que ocurra

enfermedad renal croénica.



34 Hipdtesis

1. Existen diferencias en el efecto ocasionado por el consumo durante
90 dias de un extracto metanolico de maca roja y de sus fracciones acuosa
y butandlica sobre la funcion renal en ratas macho Sprague-Dawley
comparado con el grupo control.

2. No se evidencian signos de toxicidad renal por el consumo durante
90 dias de extracto metandlico, y sus fracciones, acuosa Yy
butandlica de maca roja evaluado por histologia renal en ratas macho

Sprague-Dawley comparados con el grupo control.



4  Objetivos

41  General:
4.1.1. Determinar los efectos del consumo de extracto metandlico y
sus fracciones, butandlica y acuosa de maca roja sobre la funcién
renal en ratas Sprague-Dawley macho luego del consumo por 90
dias.
4.1.2. Identificar la presencia de hallazgos histologicos anormales a
nivel renal que sugiera toxicidad por el consumo del extracto
metanolico, fraccion acuosa o fraccion butandlica de maca roja por
90 dias en ratas macho Sprague-Dawley.

4.2 Especificos:

4.2.1 Evaluar el efecto de los diferentes tratamientos: extracto
metanolico, fracciones acuosa y butandlica de maca roja
sobre la filtracion glomerular medida como creatinina y urea
séricas comparados con el grupo control.

4.2.2 Evaluar el efecto de los diferentes tratamientos: extracto
metandlico, fracciones acuosa y butandlica de maca roja
sobre el medio interno evaluado mediante la medicion de
sodio, potasio, cloro, calcio, fésforo y magnesio séricos,
comparados con el control.

4.2.3 Evaluar el efecto de los diferentes tratamientos: extracto

metanolico, fracciones, acuosa y butanolica de maca roja

sobre la hematopoyesis medida a través del hemograma.
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4.2.4

4.2.5

4.2.6

4.2.7

Evaluar el efecto de los diferentes tratamientos: extracto
metanolico, fracciones, acuosa y butanolica de maca roja
sobre la glicemia, medida como glucosa sérica.

Evaluar el efecto de los diferentes tratamientos: extracto
metanolico, fracciones, acuosa y butanolica de maca roja
sobre la funcion tubular medida a través de la tira reactiva
de orina para pH, gravedad especifica, glucosa y proteinas
en orina.

Evaluar el efecto cronico sobre la diuresis de los diferentes
tratamientos: extracto metandlico, y sus fracciones acuosa y
butandlica de maca roja comparados con el control.
Identificar la presencia de toxicidad renal de los diferentes
tratamientos: extracto metandlico, y sus fracciones, acuosa
y butandlica de maca roja mediante el estudio histolégico

renal comparados con el control.
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5. Metodologia
5.1. Disefio del estudio:
Estudio experimental en ratas de laboratorio cuya duracion fue de 90 dias.
5.2. Poblacion: ratas de laboratorio de la cepa Sprague-Dawley.
5.3. Muestra: ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de 06 semanas de
vida. Se  obtuvieron del Bioterio del Laboratorio de Investigacion y
Desarrollo de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Se registraron
los pesos al recojo de los animales del Bioterio.
El ambiente en donde se ubicaron a los animales tenia temporizador lo
cual permitié controlar el tiempo de luz, siendo 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad. Se mantuvo condiciones de humedad y temperatura
standard.
Fueron 24 ratas, distribuidas en cuatro grupos. Cada uno de ellos contaba
con seis ratas. Se colocaron en jaulas de polipropileno en grupos de tres.
Pasaron por un periodo de adaptacion de 1 semana antes del inicio de la
administracién de las sustancias. Durante este periodo recibieron alimento
y agua a voluntad.
Se registro el peso de los animales al inicio de la inoculacion (dia 1) y con
dichos valores se procedio a realizar los céalculos para la elaboracion de las
dosis a administrar. Semanalmente se registraban los pesos y se procedia

al céalculo de dosis a administrar.
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5.4 Tamafo muestral:

Con ayuda del programa estadistico Stata v.14, y teniendo como referencia
el articulo donde se emplea Lepidium sativum, se registraron medias y
SEM (error standard) de los volimenes urinarios obtenidos al consumir
extracto metanolico o acuoso. Se obtuvo que el nUmero minimo de ratas
por grupo sea tres, sin embargo por posibilidad de pérdida o muerte de

animales se emplearon seis animales por grupo. (26)

5.5. Operacionalizacion de variables.
Identificacion de variables

5.5.1. Peso de la rata.
5.5.2. Peso de los rifiones.
5.5.3. Hemoglobina
5.5.4. Recuento leucocitario
5.5.5. Plaquetas
5.5.6. Tiempo de protrombina
5.5.7. Creatinina sérica
5.5.8. Urea sérica
5.5.9. Sodio sérico
5.5.10. Potasio sérico
5.5.11. Calcio sérico
5.5.12. Fosforo sérico
5.5.13. Magnesio sérico

5.5.14. pH urinario

13



5.5.15. Densidad urinaria

5.5.16. Glucosa en orina

5.5.17. Dafo renal por histologia

En la presente tabla se consignan las variables de estudio.

Variable Definicion Definicion operacional | Indicador Unid. Escala | Valor
de referenciale
Conceptual medida s seglin
Wolford
(50
Peso del animal Peso del animal o del rifién | Peso registrado con balanza | Peso al inicio de la G Razo6n
Peso del rifion de precision. inoculacion. (Dial).
Peso final. (Dia 90)
Peso del rifién 1y D
Hemoglobina Proteina intracelular Proteina presente en los Su concentracién en | g/dL Razo6n 13.4-16
transportadora de oxigeno | glébulos rojos sangre es Util para
definir anemia
Recuento Células componentes de la | Células pieza clave parael | Se encuentran en la Razo6n 6-18
Leucocitario sangre. sistema inmunolégico. sangre y en tejido (cél/pL)
linfoide.
Plaquetas Fragmentos Fragmentos Inician la formacion (x10%uL) Razén 788-1241
citoplasmaticos derivados | citoplasmaticos circulantes | de coagulos
de megacariocitos en sangre involucrados en
la hemostasia
Creatinina sérica Metabolito de la creatina, Niveles de Creatinina en Concentracién sérica | mg/dL Razo6n M: 0.7 H:0.6
excrecion renal. sangre de creatinina
Sodio sérico Principal cation del medio | Niveles de sodio en sangre | Concentracion sérica | mEg/L Razo6n M: 149 H:
extracelular de sodio 149
Potasio Sérico Principal cation del medio | Niveles de potasio en Concentracion sérica | mEg/L Razén M:6.8 H: 6.4
intracelular sangre de potasio
Cloro sérico Cation del medio Niveles de cloro en sangre | Concentracion sérica | mEg/L Razo6n M: 104 H:
extracelular de cloro 106
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Variable Definicion Definicion operacional | Indicador Unid. Escala | Valor
de referenciale
Conceptual medida s seglin
AW WPN F- PN |
Fosforo inorganico | Cation divalente interviene | Niveles de fosforo Concentracion sérica | mg/dL Razén M:85 H:7.3
en la generacién de energia | inorgénico en sangre de fosforo
Calcio sérico Cation divalente interviene | Niveles de calcio en sangre | Concentracion sérica | mg/dL Razén M:11.7 H:
sobre todo de contraccion de calcio total 11.6
muscular
Volumen de orina | Cantidad de orina Volumen de orina obtenida | mL mL Razén Aprox 10
en 24 horas. recolectada en un periodo ml/24 horas
Glucosa sérica Monosacérido, fuente Niveles de glucosa en Concentracion de mg/dL Razén M: 117
primaria de sintesis de suero glucosa en suero H: 119
energfa, presente en suero
Glucosa en orina Osmol que no debe Niveles de glucosa en orina | Concentracion mg/dL Razén 0 mg/dL
observarse en orina Urinaria de glucosa.
Tira reacitva
pH orina Logaritmo negativo de la pH urinario determinado Resultado obtenido | ------ Razén
concentracion de iones por la tira reactiva en tira reactiva 5-7
hidrégeno en la orina
Gravedad Relacién entre el peso de | Gravedad especifica Resultado obtenido | ----- Razén
especifica urinaria | 10s solutos en laorinay el | obtenida por la lectura de la | en tira reactiva 1.022-1.050
peso del agua tira reactiva
Sangre en orina Eritrocitos presentes en Eritrocitos en orina captada | Registro de Ery/dL razén Negativo
orina por la tira reactiva eritrocitos en orina
detectado por tira
reactiva
Tiempo de Prueba que evalda la Evalla la via extrinseca de | Si se altera puede Segundos | Razén

protrombina

tendencia de la sangre a
coagularse

la coagulacion

traducir problema
hepético
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5.5. 16. Score de dafio renal por histologia y volumen glomerular:

Se evaluaron los parametros histolégicos de dafio renal en las laminas de
hematoxilina eosina y en las de tincién PAS (ésta Ultima para evaluacion
de membrana basal y borde en cepillo de las células tubulares). Se utilizd
un microscopio Leica Modelo DM 1000.

Se empled el score de Zhang que evalia el componente tubular,
intersticial, glomerular vascular con ciertas modificaciones (51). En el
componente glomerular se agreg6 el pardmetro engrosamiento de asas
capilares y en el componente vascular se agregd los parametros de
necrosis fibrinoide e hipertrofia muscular.

De estar presente algin hallazgo descrito, se gradué la severidad/
extension de la lesion como: Grado O: ausente, Grado 1: < 25% Grado 2:
25-50% Grado 3: >50-75%. Grado 4: > 75%. Se completé una ficha
individual registrandose los principales pardmetros a evaluar. (Tabla

Ne1)

La revision de las ldaminas fue realizada por la investigadora y por un
patélogo que desconocia los tratamientos recibidos.

Adicionalmente se realizaron mediciones de dos diametros de los
glomérulos presentes en las ldminas de histologia empleando el programa
Leica Application Suite para Windows. Luego de obtener los diametros y
registrarlos en una base de Excel, se obtuvieron las medias de los
diametros y dichos valores fueron empleados para el calculo de volumen

glomerular segin Selmanoglu. (52)
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Se obtuvo una media de volumen glomerular para cada animal y estos
datos fueron incluidos en la base final para su posterior analisis.
5.6.  Instrumentos, procedimientos y técnicas
5.6.1. Tratamientos:
Segun el grupo al que pertenecian, recibieron una de las sustancias que se
detallan a continuacion:
a) Aguadestilada. Grupo 1
b)  Extracto metandlico de maca roja. Grupo 2
c) Fraccion acuosa de extracto metanolico de maca roja. Grupo 3
d) Fraccion butandlica de extracto metanodlico de maca roja. Grupo 4
Los extractos y fracciones se prepararon siguiendo la técnica empleada
en el laboratorio de Reproduccion de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia.
5.6.2. Calculo de la dosis de extractos y fracciones de maca.
Los efectos por la administracion de Lepidium meyenii, se han

observado con dosis de 1-2 gr de maca pulverizada /kg de peso. (34,53)

Segun el protocolo de la OECD para evaluar posibles efectos tdxicos en
roedores por 90 dias, se sugiere emplear al menos una dosis de 1gr de

la sustancia a evaluar por kilogramo de peso por dia. (54)

Como en el presente estudio el extracto base fue el extracto metanolico,
la dosis diaria fue de 1g de extracto metandlico de maca roja/kg de

peso/dia para el grupo 2.
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Las fracciones butandlica y acuosa se obtuvieron del extracto metandlico,
siendo los porcentajes que se recuperaron de 11% y 89%

respectivamente.

Las soluciones se prepararon semanalmente de acuerdo al peso del

animal y se almacenaron en el refrigerador a 4°C hasta su uso.

5.6.3 Administracion de las sustancias y tiempo de administracion.

La administracion se realizO por via orogastrica, con una sonda de
inoculacion reusable 18G curva de 3 pulgadas de longitud (GloMed,

Sherman Oaks CA. USA).

El volumen de la sustancia a administrar fue de 1ml y se realiz6 por las
mafianas (08:00-10:00 hrs) durante 90 dias consecutivos.

5.6.4 Método de obtencion de extracto metanolico y fracciones acuosa
y butandlica de maca roja. (C.F.)
Se realizaron los siguientes pasos para la obtencién de extracto metandlico
de maca roja y de sus fracciones butanélica y acuosa.
Luego de haber sido previamente deshidratados, los hipocétilos de maca
roja procedentes del Departamento de Junin fueron pesados y
posteriormente pulverizados con ayuda de un molino.
Se realiz6 una primera maceracion, de tal manera que por cada 50gr de
maca molida se emple6 100ml de metanol, incorporandose en un frasco de
vidrio color &mbar. Para lograr una maceracion mas rapida, se coloco el
frasco en una estufa a 30 a 40°C durante 5 dias, agitandose el frasco

frecuentemente, cinco o seis veces al dia.
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Transcurridos 5 6 10 dias de maceracion, se realizo el filtrado donde se
obtuvo la primera porcion de extracto metanolico (MeOH). EI volumen
obtenido se reservo en un recipiente aparte.

Posteriormente se realiz6 una segunda maceracion con el residuo sélido de
la primera maceracion, incorporandose metanol conservando la relacion %
(P/V); se coloco en una estufa a 30 - 40°C durante un dia y con agitaciones
mas espaciadas, tres a cuatro veces al dia.

Transcurrido ese tiempo se realizé el segundo filtrado; del que se obtuvo
un volumen adicional.

Se juntaron las dos filtraciones de las dos maceraciones previas (274 ml),
se colocaron en un balon de 500ml para proceder a la evaporacién en el
equipo rota vapor.

La temperatura del bafio maria fue de 40°C, teniendo presente el punto de
ebullicion del metanol, que es de 64.7 °C.

Se realiz6 el proceso de evaporacion en el rota vapor y cuando ain
quedaba unos 4 6 5ml de MeOH en el baldn, este residuo se coloc en una
capsula para ser secado en la estufa a 40°C.

Al terminar el secado se obtuvo el extracto metandélico de maca roja.

Para preparar las fracciones butandlica y acuosa de maca roja se emple6 10

g. de extracto metandlico para trabajar en un balén de vidrio en forma de

pera de 1000ml.
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Se agreg6 500ml de n-butanol y 500ml de agua destilada, se agito
suavemente hasta homogenizar el extracto metandlico (20 a mas
agitaciones suaves).
Se dejé reposar para que forme las dos fases: fase acuosa y fase
butandlica.
Formadas las fases, se separaron en balones que luego fueron llevados al
rotavapor.
Para la fase acuosa se emple6 una temperatura de 50 a 55 °C y para la fase
butandlica una temperatura de 60 °C. (el punto de ebullicién de n- butanol
es 117.4 °C)
Al quedar en los balones 4 a 5ml de ambas fases se colocaron en unos
frascos de vidrio para realizar su secado en estufa a una temperatura de 60
a 70 °C para obtener la fraccion acuosa y la fraccién butandlica.
Cada una de las fracciones obtenidas se reservaron en frascos de vidrio,
rotulados.

5.6.5 Jaula de polipropileno:
Jaulas rectangulares donde permanecieron los animales durante los
periodos en los que no se midié el volumen urinario. Recibieron alimento
y agua a voluntad. La limpieza de las jaulas fue interdiaria. Estuvieron
distribuidos en grupos de 3 roedores por jaula.

5.6.6 Jaula metabdlica:
Las jaulas metabdlicas son instrumentos que permiten la recoleccion
individualizada de la orina de un animal de experimentacion,

habitualmente roedores. Facilitan la separacion de las deyecciones solidas
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de la orina. Con el uso de un recipiente (tubo de ensayo o probeta) puede

recolectarse la orina por el periodo que se determine. (Fotos N° 1-5)
5.6.7 Evaluacion de la diuresis de 24 horas.

Cinco dias antes de completar los 90 dias de administracion de los
extractos o fracciones, los animales fueron colocados en jaulas

metabolicas individuales para que pudiesen adaptarse a dicho ambiente.

e A las 08:00 horas del dia 89 de estudio, se inicio la recoleccion

de la orina con ayuda de una probeta graduada.

e A las 08:00 horas del dia siguiente (dia 90) se midio el

volumen urinario recolectado en 24 horas.
5.6.8 Obtencion de muestras de sangre y sacrificio de los animales.
5.6.8.1. Sedacion
Se realizé la sedacién del animal antes de la obtencién de sangre.

Uso de pentobarbital (Halatal ®)
Este barbitarico tiene efecto sedante y su metabolismo es principalmente
hepatico. La dosis utilizada fue de 40 mg/kg por via intraperitoneal. (55)

5.6.8.2 Técnica de administracion intraperitoneal: Sosteniendo a la

rata con una de las manos, se introdujo una aguja N° 25G acoplada con
una jeringa de 1ml en sentido craneal con angulo de inclinacién de 30-40°
a 2.5 cm lateral a la linea media entre el ombligo y el tendén prepubico

derecho.
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5.6.8.3. Técnica de puncidn cardiaca

El dia 90 de estudio, se anestesio a cada animal por via intraperitoneal con
pentobarbital a dosis de 40 mg/kg, luego de verificar la adecuada sedacién
del animal y siguiendo la técnica descrita por Barassi y col. que detalla a

continuacion, se procedio a realizar la puncion cardiaca: (56)

Cuando el animal estaba sedado se le ubic6 sobre una mesa en posicion

decubito dorsal.

i. Se flexiono la pata izquierda delantera, sobre el mismo lado.

ii. Se busco el latido de punta del corazon con el dedo indice.

iii. Con ayuda de una aguja N°.25G insertada en una jeringa de 5 6
10ml, se realiz6 una puncion con un angulo de 45-50° penetrando
en la cavidad toracica hasta que se observd sangre en la jeringa.

iv. Seguidamente se procedio a retirar el émbolo suavemente y se
extrajo sangre 5-7 ml, que fue colocada en tubos de ensayo
rotulados.

v. Posteriormente, se sacrifico al animal por dislocacién cervical

5.6.9. Procesamiento de las muestras de sangre, orinay tejidos.

5.6.9.1. Procesamiento de las muestras de sangre.

Los tubos conteniendo las muestras de sangre se colocaron
en una centrifuga.

Se program6 la centrifuga a 3000 RPM por 10 minutos.
Transcurrido este tiempo y con ayuda de una micro pipeta se

separd el suero el cual se almaceno en tubos Eppendorf.
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Los sueros se mantuvieron a -20° hasta el analisis
correspondiente.

Las muestras de sangre para estudios bioquimicos y
hematoldgicos fueron procesadas en el Laboratorio Patovet,
donde se emple6 quimica liquida con la maquina Metrolab
1600 DR (Wiener lab) para las mediciones bioquimicas
séricas a excepcion de electrolitos séricos que empled la

maquina Cobas 6000 (Roche Diagnostics).

5.6.10. Procesamiento de muestra de orina

Al término de la recoleccion de orina de 24 horas se procedié a
medir el volumen emitido.

Se obtuvo una alicuota de 5 -10ml para realizar la medicién del pH,
densidad urinaria y glucosa con una tira reactiva (Medi-Test
Combi 10SGL. Macherey —Nagel GmBH&Co)

iii. Procesamiento de érganos v tejidos.

Luego de la dislocacion cervical, cada animal fue sometido a
diseccidn para permitir la extraccion de los dos rifiones.

Luego de extraerse estos érganos, se colocaron inmediatamente en
formol bufferado al 10 % para ser fijados. Se retird el exceso de
grasa peri renal, se secO cada organo en papel toalla y luego se

registrd el peso con ayuda de una balanza de precision de 2 digitos
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(OHAUS. Traveler). Posteriormente los rifiones fueron seccionados
de manera coronal y se fijaron por 48 horas en formol bufferado.
Transcurrido dicho periodo de tiempo, los rifiones fueron colocados
en cassettes para realizarse el proceso de coloracion, se lavaron con
agua destilada para retirar el formol y luego fueron conservados en
un frasco conteniendo alcohol etilico a 70° hasta su procesamiento.
Los cassettes fueron procesados para realizar la tincion
hematoxilina-eosina (1 lamina por cada rifién) y la tincion PAS.
Ambas laminas de 2 pum de grosor. Se hizo el analisis histologico
del rifion izquierdo.

Se realizaron observaciones de las laminas a 10X, 40X con un
microscopio Leica DM 1000. Se evaluaron: glomérulos, tabulos
renales, intersticio y vasos sanguineos; para graduar el posible
dafio renal se empled el Score propuesto por Zhang con las
modificaciones previamente descritas. (51)

Adicionalmente se hizo la medicién de los glomérulos presentes en
cada una de las ldminas. Una vez obtenida la media de 2 diametros
glomerulares, se procedié al célculo del area glomerular aplicando
la formula empleada por Selmanoglu. (52)

Se promediaron los dos diametros (d). Luego, dicho valor se
incorporo en la siguiente formula:

Volumen glomerular= 4*r(d/2)%/3.

Este valor se calculo para cada glomérulo medido.
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Para cada lamina histolégica perteneciente a un rifion se obtuvo un
volumen glomerular promedio. Este valor fue incluido en la base
de datos para el analisis.

5.6.9. Destino final de los animales.

Luego de haberse reservado los rifiones de cada animal, el
remanente fue colocado en una bolsa roja y enviado al area de

sustancias contaminadas.

5.7.  Consideraciones éticas.

El presente proyecto es parte del proyecto enviado al Comité de Etica
previamente: Efecto a largo plazo de los extractos alcaloides y no alcaloides
de tres variedades de maca (Lepidium meyenii) sobre la funcion hepatica,
tiroidea y renal en ratas Holtzman. Codigo de registro No. 0000064664; EI
cual fue enviado al Comité de Etica en animales de la UPCH para su
aprobacion.

Se tomaron en consideracion las normas y guias internacionales para el

cuidado y uso de animales de laboratorio. (57)

5.8. Plan de anélisis
Se obtuvo la informacién requerida y se complet6 una ficha por cada animal.
Luego de obtenida dicha informacion en la ficha de recoleccion de datos, se

procedio a validarlos con el programa Excel para evaluar errores y defectos.
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5.9. Andlisis estadistico
Se empled el programa estadistico STATA V.14. Se consideré como
significativo el valor de P < 0.05.
Las variables categdricas se evaluaron con chi cuadrado exacto y se
compararon usando el test de proporciones.
Para el caso de variables continuas se determinaron la media £ Desviacion
estandar de cada una de ellas: X £ DS. Para comparar mas de dos medias se
usd “ANOVA One-way” para variables con distribucion normal y para
variables no paramétricas se us6 Kruskal Wallis.

5.10. Financiamiento
El presente estudio fue financiado por el Circulo de investigacion de Plantas

con Efecto en Salud- Fondecyt.
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6. Resultados
Ningun animal murié con las dosis recibidas de extracto metandlico o las

fracciones butanolica y acuosa de maca roja antes de los 90 dias de seguimiento.

6.1 Pesos corporales y peso de rifiones.
El peso al momento del recojo de los animales Bioterio fue diferente
significativamente entre los grupos (P<0.000) Tabla N°2. Hubo diferencia en los
pesos en el dia de inicio de la inoculacion (P = 0.024), sin embargo hacia la cuarta
semana del estudio, los pesos de los animales fueron similares entre los grupos
hasta el fin del estudio. Tabla N°3.
La ganancia de peso fue similar entre los grupos. (P=0.54). Tabla N°2.
No se encontraron diferencias en el peso de los rifiones tanto derecho como

izquierdo entre los grupos (P = 0.074 y P= 0.054 respectivamente). Tabla N°4,

6.2 Parametros hematoldgicos:
La hemoglobina promedio fue de 16.25 g/dL + 1.33 g/dL, (X£DS) no se encontrd
diferencia significativa entre los grupos (P=0.10).
El recuento leucocitario no difiri6 entre los grupos, se detalla en la Tabla N°5.
Con respecto al conteo plaquetario se encontr6 que fue menor en el grupo que
recibio fraccion butandlica (P = 0.01). Tabla N°5
Se realizo el estudio de Tiempo de protrombina (TP), no encontrandose diferencia

entre los grupos (P = 0.73). Tabla N° 5
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6.3 Analitica sérica:

Los valores obtenidos de la bioquimica renal se resumen en la Tabla N° 6. Las
variables séricas analizadas Urea, creatinina, sodio, potasio, fosforo, magnesio y
albumina no fueron diferentes entre los grupos.

Con respecto a los niveles de calcio sérico total, éstos fueron diferentes entre los
grupos control y metandlico, control y butandlico, metandlico y acuoso y entre el
acuoso Yy butanolico (P=0.0004). Grafico N°1.

Se encontrd diferencias significativas en las medias de los valores de glucosa
sérica entre el grupo que recibio fraccion acuosa comparado con el grupo control
y entre el grupo que recibid fraccién butandlica comparado con el control (P=

0.0021) Tabla N°7.

6.4 Volumen urinario
Efecto sobre la diuresis.
Con respecto al volumen urinario recolectado durante 24 horas al final del
estudio, la media fue de 13.52ml £ 4.06ml, encontrandose  diferencia
significativa entre los grupos. (P =0.008). El grupo acuoso registr6 mayor
volumen urinario que el grupo control y que el grupo metanélico (P= 0.028 y P=

0.037 respectivamente). Grafico N°2.

6.5 Resultados del analisis semi cuantitativo de la orina con la tira reactiva.
No se encontraron variaciones en el valor de pH entre los grupos. La gravedad
especifica fue 1.000, a excepcion de 2 casos en los que se obtuvo 1.005. No se

registro glucosa en ninguna de las muestras de orina. Trazas de proteinas se
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registraron en 3 casos: 1 perteneciente al grupo control, 1 al grupo metandlico y 1
acuoso. Se registro trazas de sangre en la orina en un caso perteneciente al grupo
acuoso. Estos hallazgos no tuvieron diferencia significativa entre los grupos.

(Tabla N° 8).

6.6 Evaluacion histologica.
Con respecto a las laminas histologicas, se completd la ficha de score de dafio
renal para cada animal, luego de la lectura de la lamina con tincion H-E y PAS.
Cuando se hicieron las comparaciones con el test de proporciones no se encontro
diferencia significativa entre los grupos. (Tabla N° 9).
Un animal perteneciente al grupo que recibio fraccion acuosa presento pérdida del
borde en cepillo, hallazgo observado en necrosis tubular. Se evidencié también en
dicho animal un infiltrado inflamatorio escaso, proliferacion mesangial e
hipertrofia muscular arterial. Otro animal del mismo grupo present6 hipertrofia
muscular arterial.
Con la coloracién PAS se corroboré la indemnidad de la membrana basal y del
borde en cepillo en el resto de las laminas evaluadas.
Para comparar las medias de los volumenes glomerulares se emple6 el Programa
Leica Application Suite para Windows, Se sigui6 el método mencionado por
Selmanoglu y col 2011 (52). (Tabla N° 10).

En las fotos N° 6-12 se detalla la histologia renal de los cuatro grupos de estudio.
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7. Discusion.

7.1. Pesos corporales y de rifiones.

Con respecto al peso al inicio de la inoculacién (Dia 1), si bien todos los animales
tuvieron la misma edad, hubo diferencia estadistica entre el grupo que recibio el
extracto metanolico y el que recibié la fraccion butandlica. Cabe mencionar que
no pertenecian a la misma camada y por ello pudo explicarse la diferencia en los
pesos.

Todos los animales tenian la misma edad al momento de recogerlos del Bioterio y
también cuando comenz6 el periodo de inoculacion (Dia 1), si se hubiera esperado
a que el grupo que recibid fraccion butandlica ganara mas peso antes de iniciar la
inoculacion, se tendria una variable que lo diferenciaria del resto de grupos y
seria la edad, esto tiene relevancia para el estudio dado que las ratas de la cepa
Sprague-Dawley tienen un tiempo de vida media de aproximadamente 2 afios y se
menciona que el proceso de envejecimiento puede ocurrir incluso antes del afo de
edad. (58) Desde que los animales se recogieron del Bioterio y pasaron por el
periodo de adaptacion, se observd que se hacian cada vez mas homogéneos en el
peso. Hacia la primera semana de tratamiento no se observé diferencia en los
pesos de los grupos.

Posteriormente solo se encontrd diferencia significativa en la segunda y tercera
semana, siendo similares en peso durante el resto de semanas de estudio.

Los extractos o fracciones se administraron segun el peso corporal y éste fue
cuantificado semanalmente, lo que permitié administrar una cantidad de extracto

o fraccion utilizada proporcional al peso, durante las 13 semanas.
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No se observé diferencias en el peso final entre los grupos. Similar hallazgo fue
reportado en estudios previos al administrar extracto acuoso de maca roja,
amarilla y negra a ratas macho. (33, 34) A pesar de que las dosis y tipos de
extractos administrados en dichos estudios fueron diferentes, en el presente
estudio tampoco se encuentran diferencias en el peso final.

Para el presente estudio si bien hubo diferencias en el dia 1 de inoculacion entre el
grupo metanolico y butandlico, ninguno de los pesos se encontraba por debajo del
peso promedio para la edad de los animales y en las semanas posteriores (cuarta a
décimo tercera) no se evidencid diferencias al comparar los pesos entre los
grupos.

Existen investigaciones en modelos animales y en seres humanos que sefialan
menor numero de nefronas en recién nacidos prematuros y de bajo peso, y que
ello tiene implicancias pues estarian mas predispuestos para desarrollar
hipertension. (59) Otros estudios en modelos animales por el contrario, no
evidenciaron variacion en el nimero de nefronas o el volumen glomerular en
ratas, ni en la predisposicion para desarrollar hipertension, refiriendo la utilizacion
de técnicas més estandarizadas para las mediciones realizadas. (60, 61)

Es sabido que la formacion de nefronas termina a las 34 semanas de gestacion en
el ser humano, luego ocurre el proceso de maduracion funcional de las mismas.
(27)

Para el caso de roedores de laboratorio, especificamente ratas, se ha visto que el
desarrollo del sistema tubular renal continta hasta las 2 semanas de nacimiento.

(58)
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En el presente estudio se emplearon animales de 7 semanas de edad con lo que se
aseguro que el desarrollo del sistema tubular fuera completo para posteriormente
evaluar la funcién renal luego de 90 dias de administracion del extracto o
fracciones.

Con respecto al peso de los rifiones, en el presente estudio no se encontraron
diferencias en el peso del rifidén izquierdo ni derecho entre los grupos. En estudios
previos en los que se administr0 maca en extracto acuoso por 34y 42 dias
tampoco se encontraron diferencias en el peso de los rifiones. (15, 33)

Se ha reportado que el peso de los 6rganos puede guardar relacion con la
funcionalidad del mismo pero no seria una condicion que necesariamente indique
toxicidad. La Sociedad de Patologia Toxicoldgica hace referencia a que, si bien
el pesaje de drganos puede ser de utilidad y sugerir ciertos efectos del tratamiento
recibido, la informacion obtenida debe integrarse con los hallazgos
histopatoldgicos y que variaciones en los pesos entre los grupos de estudio en
ausencia de una correlacion micro o macroscépica deben interpretarse con cautela.
(62)

7.2. Pardmetros hematologicos.

La hemoglobina al final del estudio no fue diferente entre los grupos lo cual,
sumado a un recuento leucocitario similar sugiere poca probabilidad que
Lepidium meyenii genere toxicidad medular.

Existen estudios que han evaluado el efecto toxico de ciertas brassicadseas como
Lepidium sativum. Se emplearon tres concentraciones 2%, 10% y 50% Peso/Peso
y placebo en ratas por seis semanas. Se encontré elevacion de Urea y

disminucion de hemoglobina y leucocitos con el consumo de L. sativum al 50%.
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(63) En el presente estudio ni la hemoglobina ni el recuento leucocitario fueron

diferentes entre los grupos.

En el recuento plaquetario, se encontrd que existia diferencia entre el grupo que
recibié fraccion acuosa y el que recibié fraccion butandlica, encontrandose
valores mas bajos en este ultimo. Revisando los rangos de referencia del recuento
plaquetario normal en ratas, se tiene que segun Wolford, la media es de 1016 x
10%/mm?3. Johnson, por el contrario, registra que el rango de normalidad es de
150-460 x 10%mm? (51, 64). SegUn estas referencias, el valor obtenido del
recuento plaquetario en el grupo que recibié fraccién butandlica seria menor que
el valor reportado como normal segin Wolford pero es normal segun los rangos
de Johnson.

El conteo de plaquetas depende de una adecuada funcién medular, hepatica y
esplénica. Cuando la filtracion glomerular desciende como en la enfermedad
renal crénica, la funcionalidad plaquetaria puede disminuir sin alterar el conteo
total de las mismas. (28)

En el presente estudio no se evalud la funcion plaquetaria, sin embargo no se
observd alguna situacion de sangrado que pudiera sugerir la presencia de algin
disturbio relacionado al conteo plaquetario.

Existen ciertos extractos, como el alcaloide de hojas de Carica papaya que ha
sido empleado como tratamiento en los casos de trombocitopenia inducida por
busulfan. (65)

Por otra parte, se ha encontrado que el extracto rico en polifenoles de Punica

granatum redujo la agregacion plaquetaria, la movilizacion de calcio, produccion
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de tromoboxano Az y la formacion de peroxido de hidrogeno, inducido por
colageno y &cido araquidonico en un estudio in vitro. (66)

En un estudio en ratones a los que se les indujo trombocitopenia, los fenémenos
de infarto cerebral o trombosis ocurrieron sélo cuando el conteo plaquetario
estaba severamente reducido. (67)

Esto sugiere que no solo es importante el conteo de plaquetas per se, sino también
la calidad de las mismas. En el presente estudio se envié muestras de sangre para
medicion de tiempo de protrombina, no encontrandose diferencia entre los
grupos. No se midié tiempo de coagulacion ni sangria, dado que no eran parte de

los objetivos del estudio.

7.2 Parametros bioquimicos séricos.

No se evidencid diferencia significativa en la filtracion glomerular evaluada como
concentracion de creatinina sérica entre los grupos, lo cual indicaria que tanto el
extracto metanodlico administrado a 1g/Kg de peso corporal/dia como sus
fracciones acuosa y butandlica, no se relacionan con reduccion de la filtracion
glomerular, luego de su administracién por 90dias.

Por el contrario, el consumo de cierta herbolaria china, constituida principalmente
por Caulis aristolochiae manshuriensis (Guan Mu Tong), con el objetivo de
lograr reduccion ponderal fue motivo de disfuncion renal en Bélgica. Esto ha sido
asociado a la presencia de acido aristoloquico (AA). (68)

Al investigar los hallazgos histopatologicos renales en modelos experimentales
en los que se administro AA, se encontro fibrosis intersticial. Estos estudios

sugieren una inhibicion de la via de sintesis del acido araquidonico.
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Adicionalmente se ha observado injuria tubular proximal, con la formacion de
aductos de DNA y AA, disminucion de la expresion de megalina e inhibicion de
la endocitosis de proteinas de bajo peso molecular mediada por receptores.
(Lebeau y col 2005). (69)

Tampoco se encontraron diferencias en los niveles de Urea, sodio, potasio, fésforo,
magnesio y albdmina sérica entre los grupos. Sin embargo, se encontraron
diferencias en la glucosa sérica y en el calcio sérico total.

7.3.1 Glucosa sérica.

En lo referente a la glicemia se encontraron menores niveles de glicemia en los
grupos que recibieron fraccion acuosa y butanodlica con respecto al control. Esta
diferencia no se observd con el grupo que recibié extracto metandlico. Una
explicacion pudiera ser que ciertos metabolitos presentes en el extracto
metanolico no son activos cuando se encuentran juntos, sin embargo al ser
fraccionados pueden ejercer efectos, como en este caso una menor glicemia.

Se ha reportado previamente reduccion de la glicemia en ratas a las que se les
habia inducido diabetes con estreptozototocina y que recibieron extracto
atomizado hidroalcoh6lico de maca negra a dosis de 50 mg/Kg/dia. (70)

En el presente estudio se empled extracto metanolico de maca roja y sus
fracciones acuosa y metandlica. La ausencia de glucosuria evaluada con la tira
reactiva de orina aleja la posibilidad de que algiin mecanismo tubular renal, esté

implicado en los menores niveles de glicemia en los grupos acuoso y butandlico.
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7.3.2 Calcio sérico total

Al comparar los niveles de calcio sérico total entre los grupos, se encontrd que
hubo diferencia entre los grupos, siendo menor en el grupo gue recibio extracto
metanolico y fraccion butandlica comparados con el control. La homeostasis del
calcio se lleva a cabo a través del adecuado funcionamiento de aparato digestivo y
de los rifiones. (71)

Es esperable encontrar reduccion de la calcemia cuando existe disfuncion renal,
por reduccion en la actividad de la vitamina D y de Klotho, responsables del
reabsorcion renal de calcio. (28) Sin embargo, ésta no seria la explicacion para el
presente estudio porque no hubo diferencia significativa en los valores de
creatinina sérica entre los grupos. Lo importante es que los valores se encuentran
dentro de los parametros normales. Se sabe que maca roja mejora la masa 0sea en
ratas ovariectomizadas y ello puede implicar un mayor uso del calcio sérico. (72)
A raiz de los resultados del presente trabajo seran necesarios mayores estudios
para evaluar la homeostasis del calcio frente al uso crénico de maca.

Algunas alteraciones tubulares renales pueden acompanarse de hipocalcemia o
hipercalcemia, pero por lo general estdn acompafiados de otros disturbios
electroliticos como hipomagnesemia o hiperfosfatemia o hipofosfatemia, (73) No
se evidencié hipomagnesemia ni alteraciones en el fésforo sérico en ninguno de
los grupos estudiados. (74) Ni el grupo que recibid extracto metandlico ni el
butandlico tuvieron valores diferentes en el resto de electrolitos séricos evaluados.
Ello sugiere algiin mecanismo no renal posiblemente involucrado en los hallazgos

relacionados con la calcemia.
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7.4. VVolumen urinario

Con respecto al efecto en el volumen urinario, se pudo evidenciar diferencias
entre el grupo control y el que recibié fraccion acuosa siendo mayor en este
ultimo. Se ha reportado que otras especies de Lepidium, como por ejemplo L.
sativum y L.latifolium tienen efectos diuréticos en modelos animales que
recibieron extracto acuoso o metandlico. (25, 26) En el presente estudio no se
evalué efecto agudo en la diuresis, sino el efecto a mediano plazo.

Entre otros metabolitos que estarian involucrados en el aumento de la diuresis se
ha sugerido isoquercitrina, flavonoides, saponinas, entre otros. (75, 76) En
estudios previos sobre maca se ha podido identificar algunos de estos compuestos
como polifenoles, entre ellos flavonoides como la quercetina. (16) Esta ultima al
unirse con el desoxi azucar ramnosa forma la isoquercitrina. Se ha detectado la
presencia de polifenoles en mayor proporcion en las fracciones acuosas de maca.
(Inoue y col 2016). (24)

Para el presente estudio se encontré6 mayor cantidad de polifenoles en el grupo
que recibid extracto metanolico (9.28g de acido galico/100gr de extracto), en
menor proporcién en el grupo acuoso (0.5g de acido galico/100g de fraccién) y
en escasa proporcion en el grupo que recibio fraccion butandlica (0.01g de &cido
galico/100g de fraccion).

Se observé que precisamente en el grupo con mayor diuresis, 1os niveles de calcio
sérico total fueron mas elevados comparados con el grupo que recibid fraccion
butanolica. La hipercalcemia conlleva a un incremento de volumen urinario por

efecto de inhibicion de expresion de aquaporinas-2 a nivel tubular distal. (77, 78)
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7.5. Tirareactiva de orina.

Los estudios realizados con la tira reactiva fueron semicuantitativos, en ellos no se
encontrd diferencia con el test de proporciones en lo referente a pH, densidad
urinaria o sangre.

Tampoco se encontrd glucosuria en ninguno de los grupos, lo cual sugiere que, de
haber cierto efecto en la glicemia, algin mecanismo no relacionado con la
excrecion de glucosa por via urinaria podria estar involucrado.

Los hallazgos de proteinas en orina en algunos animales no llegan a tener
relevancia estadistica segun el test de proporciones.

7.6. Histologia renal:

Se evaluaron los parametros histolégicos contenidos en la tabla No 1 para estudiar
los componentes: glomerular, tubular, intersticial y vascular.

Pese a que se encontr6 un caso de necrosis tubular en el grupo acuoso, al realizar
el andlisis estadistico no se encontr6 diferencia significativa entre los grupos.
Dado que los hallazgos de necrosis tubular, infiltrado inflamatorio estuvieran en
un solo animal, seria probable que haya presentado alguna condicion no estudiada.
Con respecto al estudio histomorfométrico de volumenes glomerulares, no se
encontraron diferencias entre los grupos, lo cual guarda relacion con los hallazgos
de creatinina sérica, cuyo valor fue similar para los cuatro grupos.

En un estudio de toxicidad con extracto acuoso de Senecio candicans DC se
observaron como hallazgos dafio renal en ratas Wistar; a pesar de que los
registros de peso fueron similares entre los grupos control y tratados. A una dosis

de 750mg/kg se evidenciaron cambios histologicos como  fibrosis focal
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intersticial, cambios hidrépicos con glomérulos hipercelulares. Adicionalmente se
evidencio elevacion significativa de creatinina: 0.28 +0.04 mg/dL vs 0.81 £0.05
mg/dL. (79)

Otros tipos de extracto como el metandlico de hojas de Vernonia bipontini genero
nefrotoxicidad en ratones demostrada como elevacion de creatinina sérica y . (80)
En el presente estudio se emplearon los hipocétilos de maca roja, de los que se

obtuvo extracto metandlico y posteriormente las fracciones acuosa y butandlica.

7.7. Fortalezas del estudio

Con respecto a las fortalezas del estudio se debe mencionar que pese a la
informacién brindada por Piacente (21), estudio en el que se alerta sobre los
riesgos al consumir la fraccién butandlica de maca, en el presente estudio, en el
que se administré extracto metandlico o fracciones acuosa o butandlica de maca
roja por 90 dias consecutivos, no se encontraron hallazgos a nivel renal que
sugieran algun dafio toxico, ni se produjo la muerte de los animales de
experimentaciéon antes de completar el periodo de seguimiento.

Si bien se encontraron diferencias en el conteo de plaquetas, glicemia y calcemia,
estas variables no dependen exclusivamente de la funcién renal.

7.8. Limitaciones del estudio

Entre las debilidades del estudio, debe mencionarse en el dia 1 de administracion
del extracto o de las fracciones hubo diferencia estadistica entre los grupos, sin
embargo esta diferencia en los pesos se mantiene hasta la tercera semana, en

adelante los pesos se hacen similares hasta el final del estudio.
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Para el presente estudio se emple6 un fenotipo y una dosis, podria existir un efecto
diferenciado segun la variedad de maca, esto no ha sido evaluado.

No se hicieron estudios complementarios sobre el metabolismo del calcio:
vitamina D, Paratohormona intacta, calcio ionico, calcio en orina, creatinina en

orina, los cuales serian Utiles para esclarecer los hallazgos sobre la calcemia.
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8. Conclusiones

Con la dosis de 1 gramo de extracto metandlico de maca roja por kilo de peso y de
sus fracciones acuosa y butandlica administradas por via orogastrica por 90 dias a
ratas macho Sprague-Dawley no se observaron diferencias en la filtracion
glomerular, hubieron menores niveles de calcio sérico total en los grupos
metanolico y butandlico y un volumen urinario mayor en el grupo que recibio
fraccion acuosa.

No se mostraron alteraciones histologicas que sugieran toxicidad por el consumo
de extracto metanolico y las fracciones acuosa y butandlica de maca roja por 90
dias de consumo en este modelo murino. Hubo un caso de necrosis tubular en el

grupo que recibid fraccion acuosa.
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9. Recomendaciones

Se sugiere hacer estudios que permitan evaluar el efecto agudo en la diuresis
considerando la dosis recibida, el tipo de extracto o fraccion de Lepidium meyenii
y el fenotipo empleado.

Debido al hallazgo de diferencias en los niveles de calcio, se hacen necesarios
estudios futuros que evalten niveles de hormonas y vitaminas implicadas en la
homeostasis del calcio, asi como la medicion de calcio idnico en sangre.

De reproducirse resultados similares a los encontrados en el presente estudio,
serian de utilidad la inclusion de modelos animales donde se evidencien
patologias relacionadas con el metabolismo del calcio como nefrolitiasis,

osteoporosis o enfermedad mineral ésea en la enfermedad renal crénica.
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11. Anexos

11.1 Tablas

Tabla No. 1: Score de dafio renal.

CODIGO

PARAMETROS

TUBULOS

Degeneracion Ausente Presente

Dilatacion Ausente Presente

Cilindros Ausente Presente Tipo

Regeneracion Grado 0: ausente | Grado 1(<25%) Grado 2(25-50%) Grado 3(50-75%) Grado 4(>75%)
Necrosis Grado 0: ausente | Grado 1(<25%) Grado 2(25-50%) Grado 3(50-75%) Grado 4(>75%)
GLOMERULO

Proliferaciéon mesangial Grado 0: ausente | Grado 1(<25%) Grado 2(25-50%) Grado 3(50-75%) Grado 4(>75%)
Proliferacion celular Grado 0: ausente | Grado 1(<25%) Grado 2(25-50%) Grado 3(50-75%) Grado 4(>75%)
Vacuolizacion Ausente Presente

Engrosamiento de asas Ausente Presente

capilares

VASOS

Hialinizacion Ausente Presente

Necrosis fibrinoide Ausente Presente

Hipertrofia muscular Ausente Presente

INTERSTICIO

Inflamacion Ausente Presente

Distribucién Focal Difusa

Extension Grado 0: ausente | Grado 1(<25%) Grado 2(25-50%) Grado 3(50-75%) Grado 4(>75%)
Componente Neutrofilico Linfoplasmocitario

Fibrosis Grado 0: ausente | Grado 1(<25%) Grado 2(25-50%) Grado 3(50-75%) Grado 4(>75%)




Tabla N°. 2 Pesos inicial, final, ganancia de peso

G. control G. G. Acuoso  G. Butanolico P
Metandlico
X +DS X £ DS X £ DS X £ DS

Peso al 136.00 106.00 £5.79 113.83+ 119.83+5.19 <0.001a
recojo (g) +11.26 7.19
P.Adaptacion  148.00 146.33+9.66 125.83 * 139.33£7.63 0.0008b
(9) +10.42 6.08
P. Dial (g) 168.18 + 155.55 + 165.16 + 17450 £ 8.06 0.024c
(Inicial) 12.83 10.86 5.91
P. Dia90(g) 318.33 313.33 % 329.16 336.33 0.157
(Final) 26.45 20.03 +11.85 +10.26
Gananciade  150,14+20,99 157,77+20,36 164,00+12.0 161,83+14,04 0.540
peso (9)

a : Entre grupo control y grupo acuoso: P <0.001, entre grupo control y grupo metandlico
P<0.001, entre grupo control y grupo butanélico P=0.01, entre grupo metandlico y grupo
butandlico P=0.039.

b:Ente grupo control y grupo acuoso P<0.001, entre grupo acuoso y grupo metandlico
P=0.001, entre grupo acuoso Yy grupo butanolico P=0.003.

c: Entre el grupo metandlico y el butanélico P=0.019.

Tabla N°. 3. Pesos semanales segun grupos

Gr. control Gr. metanolico Gr. acuoso Gr. butandlico P
X+ DS X+ DS X+ DS X+ DS
Semana 1 202.33 +15.48 202.00+£15.13 193.33 + 6.74 197.50 £25.33 0.771
Semana 2 24450 +43.81 227.83+13.73 209.83 + 7.57 208.16 £+ 7.08  0.046a
Semana 3 276.41 + 35.80 253.66 +£19.96 232.16 = 7.75 251.83+9.41 0.017a
Semana 4 290.66 + 39.35 278.33+19.25 272.83 + 7.93 269.33+10.61 0.412
Semana 5 295.66 *39.16 288.33+19.10 288.83 + 7.25 288.83 +11.63 0.933
Semana 6 299.00 +36.02 298.00 £ 20.49 300.50 + 4.92 302.66 +10.63 0.983
Semana 7 300.33 + 33.93 300.66 + 22.54 308.16 + 4.95 326.00 £11.22 0.159
Semana 8 313.00 +33.78 313.33+19.10 320.33 +£10.51 344,50 +£10.03  0.050
Semana 9 336.50 +34.74 324.16 + 16.52 337.50 +12.34 356.00 +9.35 0.097
Semana 10 344.66 + 31.77 334.33+21.80 362.00 +10.52 363.16 £10.83 0.070
Semana 11 353.00 +31.73 347.00+27.01 369.83 +11.78 377.83+9.32 0.087
Semana 12 363.33 +32.37 352.16 + 27.33 378.00 +£11.81 383.50+11.11 0.102

a: Entre grupo control y butanolico P=0.08. b: Entre grupo control y acuoso P=0.011



Tabla N°. 4. Pesos de rifiones izquierdo y derecho

Gr. control Gr. metandlico Gr. acuoso Gr. butanélico P
X +DS X +DS X +DS X +DS
P. Rifion D (Q) 1,03+0,02 0,90+0,08 0,96+0,06 1,02+0,07 0,054
P. Rifion 1 (g) 0,99+ 0,06 0,90+ 0,059 0,97+ 0,052 0,99+.0,43 0,074

P: NS

Tabla N°5. Hemoglobina, recuento leucocitario y de plaquetas.

G. control G. Metanolico G. Acuoso G. Butanolico P
X+ DS X+ DS X+ DS X+ DS
Hb final 17,15+1,86 15,41+1,08 16,6+0,81 15,86+0,85 0,10
(g/dL)

Leucocitos 6780 + 1514,57 5300 + 1963,67 6966,66 + 8420 + 1070,98 0,056
(cél/uL) 1941,82

Neutrofilos 3042,4 + 27525+ 4196,66 + 3606,66 +1757,54 0,57
(cél/uL) 1235,43 840,92 2389,66

Linfocitos 4193,66 + 3035+1082,89 2653,33+757,03 4304 *2919,11

0,25
(cél/uL) 1198,83

Plaquetas 506+432,90 895+59,16 960+148,54 382+145,67 0,01a
(x10%/uL)
TP(seg) 17,76 +4,3 16,85+0,71 17,71+0,67 17,73+0,55 0,73

a: entre acuoso y butandlico (P=0.02)



Tabla N° 6. Pruebas bioquimicas séricas para la evaluacion de la funcion

renal
Gr. control Gr. metanolico Gr. acuoso Gr. butandlico P
X + DS X + NS X + NS X + NS

Urea (mg/dL) 32 +8,57 36,5+3,61 39,5 +7,41 38,75 + 5,56 0,29
Cr. (mg/dL) 0,66 +0,08 0,64 +0,10 0,77 +0,13 0,76 £ 0,14 0,16
Na + (mmol/L) 147,05 +1,54 147,01+2,00 147,61 £2,66 146,1+2,04 0,6
K+ (mmol/L) 4,86 + 0,66 5,08 +0,82 4,59 +0,82 4,87 +0,59 0,72
Cl - (mmol/L) 101,88 + 2,03 99,36 +2,50 101,65+ 0,17 99,85 +1,37 0,08
Mg 2+(mg/dL) 2,58+ 0,27 3,14+0,13 2,85 +0,29 2,90 £0,50 0,05
P (mg/dL) 5,74+ 0,22 5,79 +£0,82 6,74 +0,48 7,04 £1,73 0,08
Ca 2+ (mg/dL) 15,00 +2,36 10,66+0,87 16,33 +1,36 11,18 +3,36 0,00042

a P=0.017 grupo control vs metandlico, P= 0.04 grupo control vs butanélico . P= 0.002

grupo metandlico vs acuoso. P= 0.004 grupo acuoso vs butandlico.

Tabla N°. 7 Otras pruebas bioquimicas séricas

Gr. control Gr. metandlico Gr. acuoso Gr. butanélico P
X £ DS X £ DS X £ DS X £ DS

Glucosa (mg/dl) 120,33 +£15,47 98,8+ 32,88 65,6 + 15,72 76,83+ 18,12 0,0021
P.totales (g/dL) 6,15 + 0,60 6,25 +0,75 5,7+0,28 6,36+ 0,70 0,36
Albdmina 3,11 +0,67 2,83 +0,55 2,86+0,39 2,91+0,33 0,77
(g/dL)

Entre el grupo control y acuoso (P=0.003), Entre el grupo control y butandlico (P=0.014)



Tabla N°. 8: Hallazgos comparativos de la tira reactiva de Dipstick urinario
en los cuatro grupos.

Grupo Grupo Grupo
Grupo Control Metanélico ACuU0s0 Butanélico
pH
e 5 0/6 0/6 0/6 0/6
o 6-7 0/6 0/6 0/6 0/6
e 89 6/6 6/6 6/6 6/6
Densidad urinaria
e 1.000* 6/6 5/6 5/6 6/6
e 1.005 0/6 1/6 1/6 0/6
e 1.010-1.015 0/6 0/6 0/6 0/6
e 1.020-1.025 0/6 0/6 0/6 0/6
e >1.025 0/6 0/6 0/6 0/6
Glucosa (mg/dL)
¢ Negativo 6/6 6/6 6/6 6/6
e 50 0/6 0/6 0/6 0/6
e 150 0/6 0/6 0/6 0/6
e 500 0/6 0/6 0/6 0/6
e 1000 0/6 0/6 0/6 0/6
Proteina (mg/dL)
e Negativo * 5/6 5/6 5/6 6/6
e 30 1/6 1/6 1/6 0/6
e 100 0/6 0/6 0/6 0/6
e 500 0/6 0/6 0/6 0/6
Sangre (eritrocitos/pl)
e Negativo * 6/6 6/6 5/6 6/6
e 5-10 0/6 0/6 1/6 0/6
e 50 0/6 0/6 0/6 0/6
e 250 0/6 0/6 0/6 0/6

P=0.29
No se encontraron diferencias entre los grupos al aplicar el test de proporciones



Tabla N°.9: Score histologico de dafio renal

Grupo Grupo Grupo
Grupo Control Metandlico AcCuU0s0 Butanélico
Componente intersticial
¢ Inflamacion 0/6 0/6 1/6(grado 1)a 0/6
e Fibrosis 0/6 0/6 0/6 0/6
Componente glomerular
e Proliferacion mesangial 0/6 0/6 1/6(grado 1) a 0/6
e Proliferacion celular 0/6 0/6 0/6 0/6
e Engrosamiento capilar 0/6 0/6 0/6 0/6
e Vacuolizacion 0/6 0/6 0/6 0/6
0/6 0/6 0/6 0/6
Componente vascular
e Hialinizacion 0/6 0/6 1/6 a 0/6
e Necrosis fibrinoide 0/6 0/6 0/6 0/6
e Hipertrofia muscular 0/6 0/6 2/6 b 0/6
Componente tubular
e Necrosis tubular 0/6 0/6 1/6 a 0/6

a: P=0.29
b: P=0.12

Aplicando el test de proporciones no se encontrd diferencias significativas entre los
grupos al emplear el score de dafio histologico. Los hallazgos de proliferacion mesangial,
hialinizacién e hipertrofia muscular se encontraron en el mismo animal.

Tabla N°. 10: Volumenes glomerulares segun el grupo al que pertenecen

Volumen glomerular

X SD
Grupo control (um?3) 363969.58 27065.609
Grupo Metandlico (um?) 369341.78 11179.078
Grupo Acuoso (um?) 380028.53 23133.837

Grupo Butanolico (um?) 382891.4  24352.326

P=0.43 (Anova Oneway). No se encontraron diferencias en el volumen glomerular
promedio entre los grupos.



11.2 Graficos
Grafico N°. 1: Calcio sérico total
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P= 0.0004 (Anova Oneway). P= 0.017 Grupo control vs metanolico, P= 0.04 grupo
control vs butanolico. P= 0.002 grupo metanélico vs acuoso. P= 0.004 grupo acuoso Vs
butandlico.

Gréafico N°. 2: Volumen urinario segin grupos
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P=0.008 (Anova Oneway). * P=10.028 grupo control vs acuoso. ** P=0.037 grupo
metanolico vs acuoso.



11.3 Fotos
Foto N°. 1: Vista anterior de una jaula metabdlica individual




Foto N°3. A: Detalle del area del bebedero. B: Area del alimento.
B

Foto No. 4:A: Vista inferior de la jaula metabdlica, B. Cesta donde quedan retenidas las
excretas.




Foto No. 5: Animales en jaulas metabdlicas. Recoleccion de orina en probetas
individuales




Foto N° 6. Grupo Control. 6.A Se observa un glomérulo a un aumento de 40X.
Se puede apreciar el ovillo glomerular (G). Hacia la derecha se encuentran los
tubulos renales proximales (T) y distales (D). 6.B Se realizaron las mediciones de
los dos diametros mayores. Dicha informacion se empled para el célculo del
volumen glomerular.

6.A




Foto N° 7. Grupo Control. 7.A Se observa un glomérulo a un aumento de 40X.
Se puede apreciar el ovillo glomerular (G). Hacia la derecha se encuentran los
tlbulos renales proximales (T). Se observa el inicio del polo urinario (U). 7.B
Se realizaron las mediciones de los dos diametros mayores. Dicha informacion
se empled para el calculo del volumen glomerular.

7.A

[112:325ym|




Foto N°8. Grupo Metanolico 8.A. Se observa un glomérulo a un aumento de
40X.

Se puede apreciar el ovillo glomerular (G). Hacia la derecha se encuentran los
tibulos renales proximales (T) y algunos capilares peritubulares(C). 8.B Se
realizaron las mediciones de los dos didmetros mayores. Dicha informacion se
empleo para el célculo del volumen glomerular.

8.A

129.444 pm
105.102 pm =




Foto N°9. Grupo Metandlico. 9.A se observa un glomérulo con un aumento de
40X. Se puede apreciar el ovillo glomerular (G). Hacia la derecha se encuentran
los tubulos renales (T). Se observa también una red de capilares periglomerulares
(C). En la foto 9.B se realizaron las mediciones de los dos didmetros mayores.
Dicha informacion se empled para el calculo del volumen glomerular.

9.A




Foto N°. 10. Grupo acuoso. 10.A Se observa un glomérulo a un aumento de 40X.
Se aprecia el ovillo glomerular (G) y hacia la derecha el sistema tubular (T) 10.B.
Se observan los registros de las medidas de dos diametros para el célculo del

volumen glomerular.

10.A

10.B




Foto N°. 11. Grupo acuoso. 11.A Se observa un glomérulo a un aumento de 40X.
Se observa el ovillo glomerular (G) y tdbulos renales (T) . 11.B. Se observan los
registros de las medidas de dos didmetros para el calculo del volumen glomerular.
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Foto N°. 12. Grupo butandlico. 12.A Se observa una glomérulo a un aumento de
40X. Se observa el ovillo glomerular (G) y hacia la derecha el sistema tubular.
(T). Se aprecian capilares peritububulares (C). 7.B. Se observan los registros de
las medidas de dos diametros para el calculo del volumen glomerular.
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