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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto del Extracto de Maca Negra en la Memoria Espacial Visual (MEV) en ratones
machos orquidectomizados.

Material y Métodos: Se utilizaron 61 ratones machos de la cepa Swiss de 3 meses de edad, de los cuales
25 ratones fueron sometidos a orquidectomia. El tratamiento duré 55 dias, en el que se administro extracto
atomizado de Lepidium meyenii (Maca negra). La dosis fue equivalente a 1g de hipocotilo seco/kg de peso
corporal. La prueba de nado de Morris se aplico desde el dia 50 hasta el dia 55 (5 dias).

Resultados: El peso corporal del grupo de ratones castrados y tratados con el extracto atomizado de Maca
Negra (CTX-MN) disminuyd significativamente al final del tratamiento (p<0.05) con respecto al grupo control

(CTX-MN). En la prueba de Nado de Morris, el tiempo de Latencia de Escape disminuyd en los ratones

orquidectomizados y tratados con el extracto atomizado de Maca Ne

control (CTX) en el quinto dia de prueba (p<0.05).

gra (CTX-MN) con respecto al grupo

Conclusiones: El extracto atomizado de Maca Negra mejora la Memoria Espacial Visual (MEV) disminuyendo
el tiempo de Latencia de escape en la prueba de nado de Morris en ratones deficientes de androgenos.
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Abstract

Obijective: To evaluate the effect of atomized extract of Black Maca in the Visual S

the Morris maze test, in orquidectomized male mice.

patial Memory (VSM) using

Methods: 61 male mice of three months from Swiss strain, which 25 male mice were castrated, were used

for this study. Mice were orally treated with 1 g atomized Black Maca

per kg body weight during 55 days.

Memory and learning were assessed using the water Morris maze from 50 to 55 day.

Results: Body weight of group that it was castrated and treaded with Black Maca (CTX-BM)
end than the beginning the experiment (p<0.05). Also, Black Maca (CTX-BM)
latency time than CTX-Control mice (p<0.05) after 5 days of trials.

Conclusions: The results show that atomized extract of Black Maca enh

reducing latency of escape time.

Key words: Lepidium meyenii, Black Maca, Morris Maze, Visual Spatial Memory, C

was lesser to
showed a reduction in escape

ances Visual Spatial Memory (MEV)

astration.

Introduccion

El aprendizaje y la memoria son procesos
fundamentales en el desarrollo humano; por Io
tanto el mantenimiento de los elementos neurales
en los sistemas cerebrales que soportan estos
procesos san criticos en la etapa de envejecimiento
(6).
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La Memoria espacial Visual (MEV) es un tipo de
cognicion dependiente de hormonas gonadales
(3,14, 23). Este tipo de cognicion requiere el uso
de sefales visuales (24). Ademads, en estudios
experimentales se ha demostrado que ratas
machos adquieren un desenvolvimiento mejor que
las hembras (24)
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Maca Negra) en la Memoria Espacial Visual en ratones orquidectomizados

En modelos animales con roedores y primates,
se ha visto que la privacion de andrdgenos causa
importante perdida de sinapsis en el hipocampo,
causando cambios en la neurotransmisién de
la corteza prefrontal (9), y en humanos, estan
relacionados con procesos nemotécnicos (13);
debido a que los androgenos actian en estas
areas produciendo efectos en los receptores
de catecolaminas, GABA, y serotonina (13).
Adicionalmente, se sabe que la conversion in
situ de testosterona a estradiol por la enzima
aromatasa puede influir en el desarrollo de la
memoria espacial visual en ratas machos (24).
Por lo tanto los receptores de estrogeno estarian
involucrados también en este proceso (21).

De otrolado, se havisto que la terapia de reemplazo
hormonal mejora el déficit de andrégenos en
hombres en edad avanzada (3; 6). Sin embargo
los costos de esta terapia podrian limitar su uso.
Por esa razon, las alternativas terapéuticas estan
cobrando, en la actualidad, mayor importancia (16;
18); incrementandose los estudios en plantas que
contienen compuestos como los fitoestrogenos,
que pueden revertir los efectos del envejecimiento,
mejorando la memoria y el aprendizaje (16,18). Un
claro ejemplo de ello es Lepidium meyenii (Maca)
en su cultivar negro, cuyas propiedades, ademas
de incrementar la fertilidad (1; 8, 9; 31), mejora
el déficit de memoria inducido por escopolamina
en ratones (29), mejora la Latencia de Aprendizaje
y disminuye el Stress en ratonas ovariectomizadas
(OVX) (30).

Por tal motivo el objetivo de la investigacion
es evaluar el efecto del extracto atomizado de
Lepidium meyenii (Maca Negra) en la Memoria
Espacial Visual en ratones machos con deficiencia
de Testosterona producido por orquideoctomia.

Materiales y métodos
Animales

Se utilizaron 61 ratones machos de dos meses
y medio de edad, de la cepa Swiss, cuyos
pesos fluctuaban entre 30g y 34g que fueron
obtenidos del Bioterio de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (Codigo  SIDISI
0000056661) y mantenidos en un medio con 12
h luz/12 h oscuridad, temperatura de 22°C = 2°C;
alimentacion balanceada y agua ad libitum. Todos
los procedimientos fueron realizados de acuerdo
a lo aceptado y aprobado por el Comité de Etica
en animales de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, basado en normas internacionales.

Los grupos evaluados fueron: (1) Sin Operar (n=9);
(2) Seudo operados sin tratamiento (Sham) (n=10);
(3) Sham tratados con Maca Negra (Sham MN)
(n=17); (4) Castrados sin tratamiento (Control-

CTX) (n = 14); (5) CTX tratados con Maca Negra
(CTX-MN) (n = 11).

Preparacion del Extracto Atomizado de Maca
Negra (IVIN)

Los hipocétilos fueron obtenidos en la ciudad de
Ninacaca - Pasco — Perti a 4140 m de altitud, y
conservado a 0 °C. No se utilizd pesticidas para su
crecimiento y produccion. El secado se realizé bajo
corriente de aire en la misma ciudad de Ninacaca
(sin exposicion al sol y bajo sombra).

Se utilizaron 500g de hipocotilos secos vy
pulverizados realizandose posteriormente  una
extraccion etandlica con alcohol etilico al 70%
durante 72 horas y luego fueron atomizados
por un proceso convencional. Posteriormente se
conservo en refrigeracion a - 4 °C.

Tratamiento

El tratamiento se realizd durante 55 dias. Se
administro el extracto y el vehiculo (agua destilada)
con una sonda oro-gastrica N° 18 (Fisher Scientific,
Pittsburgh, Pennsylvania).

La dosis fue el equivalente de 1g de hipocétilo
seco de MN/Kg de peso corporal administrado en
un volumen total de 0.5 ml diariamente, similar a
un estudio realizado por Rubio (2006).

El grupo control recibié agua destilada. El
tratamiento con MN o agua destilada se inicio 2
semanas después de la orquidectomia.

Castracion — Orquidectomia

En el estudio se realizd orquidectomia a 25
ratones para producir los efectos pato fisiologicos
andropausicos (12, 14). Los ratones fueron
anestesiados con una dosis de 40 mg/Kg de
Halatal (via intraperitoneal) y 0.5 ml de Lidocaina
(via subcutanea). Una vez anestesiado el animal se
procedié a hacer una incision en la parte inferior
ventral extrayendo los testiculos (sin epididimo),
previa sutura de la arteria. Se cosio el musculo, la
capa subcutanea y luego la piel. En el grupo Sham
solo se realizo una incision que inmediatamente
fue cerrada. Se limpio la zona de la cirugia con
alcohol yodado y se aplico una crema antibiotica.
Se dejo recuperar al animal durante 24 horas
antes de ser colocado en su respectiva jaula.
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Prueba de Nado de Morris

Esta prueba fue adaptada para ratones del
paradigma original (26). Se realizé en una piscina
circular de color negro (65 ¢m de diametro, 45
cm de alto) llena de agua (26 + 1°C) cubriendo,
por encima de 1 ¢cm, a una plataforma de escape
(6 cm de diametro y 24 cm de alto). La piscina
fue dividida en 4 cuadrantes imaginarios y en uno
de los cuadrantes se colocod permanentemente la
plataforma de escape. Para oscurecer el agua se le
agrego colorante vegetal azul (Colorante inocuo
Elyazan S. A. Autorizacién sanitaria S25013N
NAEYSA DIGESA R. I. 15-225-49-G.).

Se realizaron tres pruebas por dia durante 5 dias
consecutivos. Cada prueba se inicié colocando al
animal en el agua mirando la pared de la piscina,
en cualquiera de los puntos de inicio, los cuales
eran distintos en cada entrenamiento. Para cada
animal se determino la latencia de escape, la cual
se define como tiempo en que el raton alcanza la
plataforma de escape. Si el animal no llegaba a la
plataforma dentro de 120 segundos, era colocado
sobre la plataforma por 15 segundaos. El intervalo
entre cada ensayo para el mismo raton fue de 5 a
10 minutos.

Analisis estadistico

El andlisis se realizd utilizando el programa
estadistico SPSS (version12). Los resultados son
mostrados como la media = error estandar. Las
variables fueron analizadas utilizando el analisis
de varianza (ANOVA) de un factor ¢ la Prueba
T-student. En general, valores de p< 0.05, fueron
considerados estadisticamente significativos.

Resultados

Peso corporal en animales orquidectomizados
tratados con maca negra

Al inicio del tratamiento, los animales del grupo
Sham y CTX mostraron un menor peso corporal
que los grupos de ratones Shamy CTX tratados con
maca negra (p < 0.05). Al finalizar los tratamientos,
no se observaron diferencias significativas entre
los grupos de experimentacion (p > 0,05).

Al analizar la diferencia del peso final e inicial, se
observo que no hubo diferencias estadisticamente
significativas en el delta del peso (p > 0.05)_
mostrandose asi que no hubo ni disminuciéon ni
aumento en el peso de los animales.

Prueba de nado de Morris

La figura 1 muestra el efecto de la maca negra
sobre la latencia de escape durante la prueba de
nado de Morris como indicador de la memaoria
espacial visual en ratones orquidectomizados.

La prueba de ANOVA de dos vias revela un
efecto independiente del tratamiento (F4,301 =
9.856, p < 0.001) como del nimero de dias de
entrenamiento (F4,301 = 42.887, p < 0.001) mas
no se observo la influencia de la interaccion de
ambas variables (F16,301 = 1.310, p = 0.190).

Al dia 1 de la prueba de nado de Morris, la prueba
ANOVA de una via no revelé ninguna diferencias
significativa entre los grupos de tratamiento
(F4,60 = 0.607, p = 0.660). Al dia 2, los ratones
CTX mostraron una mayor latencia de escape en
comparacion a los grupos de ratones Sin operar
(p < 0.01) y Sham (p < 0.05). No hubo diferencias
significativas entre los grupos control (Sin operar y
Sham) y aquellos CTX tratados con maca negra (p
> 0.05). Al dia 3 de entrenamiento, el tiempo para
alcanzar la plataforma de escape en los ratones
CTX fue significativamente mayor que los tiempos
observados en los grupos Sin operar (p < 0.01),
Sham (p < 0.001) y CTX tratados con maca negra
(p < 0.001). No hubo diferencias significativas

Tabla 1: Efecto de la Maca Negra en el Peso corporal. Peso corporal antes y después del experimento. Los datos

fueron expresados en gramos (Media + ES).

Grupo Peso Inicial Peso Final
Sin Operar 31.11 = 1.36 3244 x= 1.03
Sham 30.63 + 0.70 32.84 + 0.59*
Sham MN 34.12 + 0.67° 32.88 + 0665
Control - CTX 30.71 + 0.4 30.79 + 0.68
CTX MN 34.27 + 0.52°¢ 32.64 x 0.74*

*p < 0.05 con respecto al peso inicial;

p < 0.05 con respecto al grupo de ratones Sham;
*p < 0.05 con respecto al grupo Sham-MN;

p < 0.05 con respecto al grupo Control CTX.
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Memoria Espacial Visual - Morris Maze
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Figura 1: Efecto de la Ml_aca Negra en Latencia de Escape medida durante los cinco dias de entrenamiento en la
prueba de nado de Morris. Los datos fueron expresados en tiempo en segundos (Media + ES; tres pruebas por

dia).

cuando se compararon los ratones de los grupos
control y los ratones CTX tratados con maca negra
(p > 0.05). El mismo comportamiento se observo
durante los dias 4 y 5 de entrenamiento durante
la prueba de nado de Morris donde los ratones
CTX mostraron una mayor latencia de escape que
los grupos de ratones Sin operar (dia 4: p < 0.05;
dia 5: p < 0.02), Sham (dia 4: p < 0.005; dia 5: p
<0.05), y aquellos ratones CTX tratados con maca
negra (dia 4. p < 0.05; dia 5: p < 0.01).

Discusion

El presente estudio ha querido resaltar la
importancia de los androgenos, particularmente
enla funcién cognitiva, y el efecto de Lepidium
meyenii (maca negra) en la memoria en ratones
deficiente de andrégenos como una alternativa
en la terapia de reemplazo hormonal. El modelo
utilizado fue la orquideoctomia, ya que se sabe
que este procedimiento afecta la Memoria Espacial
Visual deteriorandose la retencion (26, 28) debido
a la caida de androgenos (7; 24; 29). Esta caida,
produce pérdida de sinapsis en el hipocampo,
causando cambios en la neurotransmision de la
corteza prefrontal (6; 14; 18), déficit progresivo
de la memoria y aprendizaje, degeneracion
del sistema nervioso central colinérgico 'y
monoaminérgico, excesivo estrés oxidativo en
el cerebro y el desbalance entre diferenciacion y
apoptosis. (12; 15; 17; 23; 26)

En este experimento, el modelo de castracion
funcionécomogrupoControlsimilara losresultados
que se obtuvieron en estudios anteriores (28; 29;
30). Los ratones orquidectomizados tuvieron un
tiempo de latencia de escape mayor con respecto
a los demas grupos después de cinco dias de
entrenamiento debido a que no presentaban una
produccion normal de andrégenos, y es conocido
que estas hormonas después de convertirse in situ
a estradiol por la enzima aromatasa (13;15), se
unen a receptores especificos en el hipocampo,
que estan estrechamente ligados a las capacidades
de memoriay aprendizaje (19; 37). Por lo tanto, los
estrogenos afectan areas del cerebro que no estan
involucradas principalmente en la reproduccion
(19). El 80 % de estradiol circulante en machos no
se origina de los testiculos, sino de la aromatizacion
de la testosterona que ocurre en la periferia o areas
cerebrales relacionadas a la memoria visual como
la corteza frontal y el hipocampo (2; 13; 23).

Se sabe que la terapia de reemplazo hormonal
mejora el déficit de andrégenos en hombres en
edad avanzada (3; 6; 13), y que los estrogenos
exdgenos revierten este  efecto mejorando
significativamente la Memoria Visual (3), ya que
son mediados por la expresion diferencial de a-
receptores de estrogenos versus los - receptores
de estrégenos en estructuras cerebrales que activan
o inhiben los mecanismos de muerte celular (19).

La medicina natural estd incrementando en la
actualidad como un tratamiento alternativo
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ya que, de acuerdo con la literatura, existen
plantas con actividad estrogénica que ademas
presentan compuestos fitoquimicos denominados
fitoestrogenos, que mejoran la memoria y el
aprendizaje (37).

Los fitoestrogenos son moléculas presentes en
muchas plantas que son estructuralmente vy
funcionalmente similares al estradiol (con una
estructura difendlica no esteroidea) y tienen la
capacidad de unirse selectivamente a los receptores
de estrogenos (21).

Lepidium meyenii presenta compuestos
fitoquimicos como glucosinolatos y polifenoles
(10;20); asi como también acidos grasos saturados
e insaturados, saponinas y fitoestrogenos (10).
Estos dltimos pueden revertir los efectos del
envejecimiento y potenciar funciones cognitivas
(21; 24). Estos fitoestrégenos son esteroles como
el betasitosterol, el campesterol, y el estigmasterol
(10). Todos ellos llevan como base la estructura
del ciclopentanoperhidrofenantreno, comun a las
hormonas esteroideas (2). Por lo tanto el consumo
de Maca estaria relacionado con la ingesta de
compuestos activos similares a los estrogenos.

La Maca no afecta los niveles séricos de estradiol
en ratas macho despues de 42 dias de tratamiento
(10; 34). Por lo tanto los resultados sugieren que
ciertos metabolitos de Maca Negra podrian estar
actuando como moduladores en los receptores beta
estrogenicos, en areas cerebrales involucradas con
la memoria, como en estudios anteriores (16,37).
Algunos autores soportan esta idea debido al
contenido de triterpenos esteroides presentes en
la Maca (7; 10; 11), ya que estos compuestos no
ejercen una actividad androgénica directa puesto
que no pueden regular el elemento respuesta a
glucocorticoides (GRE). (4; 10).

No se sabe con exactitud el mecanismo de
accion de los metabolitos de la Maca Negra en
la memoria y el aprendizaje. Sin embargo se ha
demostrado que mejora la memoria Espacial Visual
disminuyendo el tiempo de Latencia de escape en
la prueba de nado de Morris, revirtiendo el efecto
de la castracién.

No se descarta la posibilidad de que los esteroides
gonadales u otras sustancias producidas por los
testiculos puedan tener algunainfluencia adicional.
Es necesario realizar investigaciones a nivel
molecular en zonas cerebrales relacionadas con el
aprendizaje y la memoria; ademas de la evaluacién
del efecto de diferentes tipos de extractos de
Maca Negra en la memoria y aprendizaje, para
identificar los metabolitos especificos y los posibles
mecanismos de accion que estarian involucrados
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en los procesos de memoria y el aprendizaje.
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