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RESUMEN

Lepidium meyenii Walp (maca) (Brassicaceae), es empleada
tradicionalmente por sus diversas propiedades, entre las que destacan la mejora en
el desempefio sexual en humanos, ratas y ratones, ademas de mejorar la
espermatogénesis. Sin embargo, el mecanismo de como la maca influye sobre la

espermatogénesis es aun desconocido

En el presente estudio, ratones machos de edad adulta fueron tratados con
el extracto acuoso de maca, durante periodos de 7, 14 y 21 dias; al final de cada
tratamiento se midieron los pesos, concentracion espermatica y se evaluo la
expresion de ciclina A1 (Ccnaf), citocromo P450 17a-hidroxilasa/17,20-liasa
(Cyp17), protamina 2 (Prm2) y la proteina reguladora de esteroidogénesis aguda

(StAR), genes involucrados en el proceso de espermatogénesis.

En los resultados se observé que la maca incrementd significativamente
(p<0.05) la concentracion espermatica en los 3 grupos tratados; ademas la
expresion de los genes Ccna1, Cyp17 y Prm2 no fue afectada significativamente a
diferencia de StAR, que muestra una regulacion negativa en su expresion en los
grupos de 7 y 14 dias de tratamiento. Estos resultados sugieren que el mecanismo
por el cual la maca incrementa la concentracion espermatica, no esta relacionado
al incremento de la actividad meidtica, ni a la sintesis de testosterona, sino mas
bien a la respuesta de algun componente con actividad androgénica presente en el
extracto acuoso de maca, evidenciado por el efecto negativo sobre la expresion de
StAR.

Estos resultados revalidan la importancia de maca como potenciador
reproductivo, sin el riesgo del incremento de andrégenos, contraindicados para los
casos de cancer de prostata.

Palabras clave: espermatogénesis, expresion génica, Lepidium meyenii Walp.,

RT-PCR tiempo real, andrégenos.



ABSTRACT

Lepidium meyenii Walp. (maca) (Brassicaceae) is widely used as a folk
medicine, for the ability to enhance the sexual performance in humans, rats and

mice, besides to improve the spermatogenesis.
However, the way maca acts on spermatogenesis still unclear.

In this study, adult male mice were treated with maca aqueous extract during
periods of 7, 14 and 21 days, after each treatment, physiological parameters were
measured and the expression of cyclin A1 (Ccnat), cytochrome P450 17a-
hydroxylase/17,20-lyase (Cyp17), protamine 2 (PrmZ2) and steroidogenic acute

regulatory protein (StAR) (genes involved in spermatogenesis), were recorded.

The results shows that maca increased significantly (p <0.05) sperm
concentration in the three treatment groups, plus Ccna1, CYP17 and Prm2
expression were not significantly affected, while StAR, shows a negative regulation
on their expression in groups of 7 and 14 days of treatment. These results suggest,
that the mechanism maca increases sperm concentration is not related to increased
meiotic activity, or the synthesis of testosterone, but rather the response of a
component with androgenic activity present in the aqueous extract of maca,

evidenced by the negative effect on StAR expression.

These results re-enact the importance of maca as reproductive enhancer
without running the risk of increased androgen contraindicated in cases of prostate

cancer.

Keywords: spermatogenesis, gene expression, Lepidium meyenii Walp., Real Time
RT-PCR, androgens.



INTRODUCCION

Lepidium meyenii Walp (maca), es una Brassicacea oriunda de los
Andes peruanos, que se cultiva principalmente en las regiones Suni y Puna
de los departamentos de Junin y Pasco, entre los 3700 y 4500 m de altitud.
Su domesticacién y uso en la alimentacion data de la época pre inca con la
cultura Pumpush en la meseta del Bombdn, departamento de Junin (Peru)
(Chacon, 1997).

Su utilizacion se esta popularizando como uno de los mejores
alimentos naturales suplementarios del mundo, tanto en el pais como en el

extranjero, gracias a sus excelentes propiedades nutritivas y medicinales.

Entre sus propiedades mas importantes encontramos su efecto
positivo sobre la funcion sexual y el incremento significativo de
espermatozoides (Gonzales et al., 2001; Gonzales et al., 2003a; Comhaire
& Mahmoud, 2004; Bustos-Obregon et al., 2005; Chung et al., 2005; Rubio
et al., 2006a), al potenciar el proceso de la espermatogénesis incluso
después de dafio espermatogénico causado por pesticidas

organofosforados (Bustos-Obregon et al., 2005).

Diversas investigaciones realizadas aun no dejan en claro los
mecanismos de como la maca influye sobre la espermatogénesis, que
resulta en el incremento significativo de espermatozoides; algunos
investigadores observaron variaciones en los niveles de testosterona en el
suero de ratones tratados (Oshima et al., 2003), sin embargo, otros
investigadores no encontraron efectos sobre los niveles de las hormonas
reproductivas, entre ellas la testosterona, en el suero de personas tratadas
(Gonzales et al., 2001; 2002; 2003b), mientras que Gonzales et al., 2004;
observé en ratas, que la testosterona en suero se incremento al dia 14 de

tratamiento pero no a los 7 y 21dias.



Por otro lado, la maca muestra interesantes actividades biologicas y
contienen compuestos (fitoestrégenos) cuyas actividades son similares a la
testosterona (Valentova et al., 2003; Bogani et al.,, 2006), los cuales
aparentemente son los que mejoran la eficacia reproductiva en ratas y
humanos (Piacente et al., 2002; Oshima et al., 2003).

La transcripcion reversa (RT) seguida de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en Tiempo Real es el método mas sensible para la
cuantificacion de los niveles de expresion de los genes (Steuerwald et al.,
2000; Livak et al., 2001; Peirce et al., 2001; Liu et al., 2002a; Liu et al.,
2002b; Zhang et al., 2005; Ferreira et al., 2006; Schefe et al., 2006; Ciko$
et al., 2007; Shi et al., 2007).

La cuantificacién relativa usando el RT-PCR en tiempo real con
deteccion de SYBR Green |, se empleé en el presente trabajo para
cuantificar la expresion relativa de los genes que codifican para: ciclina A1
(Ccnat) esencial para la primera division meidtica en la espermatogénesis
de ratones machos (Liu et al, 1998), citocromo P450 170-
hidroxilasa/17,20-liasa (Cyp17), importante para la biosintesis de cortisol y
esteroides sexuales (Liu et al., 2005a), la proteina reguladora de
esteroidogénesis aguda (StAR), cuya expresion transcripcional es regulado
por androgenos (Houk et al., 2004; Zhou et al., 2005) y protamina 2 (Prm2)
que es necesaria para la diferenciacion de espermatide a espermatozoide
(Rhim et al., 1995; Tanaka et al., 2003; Grzmil et al., 2008), con el objetivo
de evaluar la influencia del extracto acuoso de la maca sobre la
espermatogénesis y ayude a entender el mecanismo de esta planta

altoandina sobre éste proceso.



2.

ANTECEDENTES

2.1.

Lepidium meyenii Walp. (maca)

Lepidium meyenii Walp conocida comunmente como maca, es
una herbacea de la familia Brassicaceae que se cultiva a 4500
msnm en los Andes Centrales de Sudamérica, desde el Peru, Bolivia

y hasta el noroeste de Argentina (Gonzales et al., 2001).

La parte usada de la maca es la raiz, tanto fresca como
deshidratada, tradicionalmente se consume sancochada o asada, en
forma de harina para preparar refrescos, postres, como ingrediente

de ensalada de frutas, jugos y licor.

Las excelentes propiedades de la maca se deben a su rica
composicion que han sido investigados en laboratorios de
universidades del pais y del extranjero. En general, los diferentes
analisis encuentran alrededor de 59% de carbohidratos, 14% de
proteinas, 9% de fibras y 2% lipidos. Entre otros componentes se
encuentran acidos grasos esenciales como el linolénico y el oleico,
flavonoides y saponinas (Dini et al., 1994), esteroles, alcaloides (Cui
et al., 2003), derivados benzilados (Muhammad et al., 2002)
isotiocianatos, macamidas y glucosinolatos. Adicionalmente, Zhao et
al., (2005) determinaron la presencia de siete nuevas alcamidas que
han sido encontradas unicamente en L. meyenii. Cui et al., (2003)
demostraron la presencia de alcaloides imidazdlicos: lepidilina 1 y
lepidilina 2, con efecto citotoxico sobre 8 lineas celulares
transformadas; sin embargo, es poco lo que se conoce sobre los
mecanismos de accién de estos metabolitos y sobre todo, su
asociacion con los efectos atribuidos a la planta (Dini et al, 2002;
Muhammad et al., 2002; Ganzera et al., 2002; Valentova et al., 2003,
Wang et al., 2007).



La medicina tradicional le atribuye propiedades afrodisiaca,
reguladora, inmunoestimulante, energizante y antiartritica (Obregon,
1998). Diferentes estudios evidenciaron sus propiedades
nutricionales energizantes, antiestresantes, antidepresivos, asi como
la mejora en el crecimiento y la sobrevivencia (Valentova et al.,
2003; Rubio et al., 2006b; Wang et al., 2007), también reconocen su
efecto sobre: la reduccion del tamafo de la préstata en ratas con
hiperplasia prostatica inducida por enantato de testosterona
(Gonzales et al., 2005a; 2006; 2007), el deseo sexual (Gonzales et
al., 2002), la funcion sexual y el incremento significativo de
espermatozoides (Gonzales et al., 2001; Gonzales et al., 2003a;
Comhaire y Mahmoud, 2004; Bustos-Obregon et al., 2005; Chung et
al., 2005; Rubio et al., 2006a), potenciando la espermatogénesis,
incluso después de dafo espermatogénico causado por pesticidas
organofosforados (Bustos-Obregdén et al., 2005) o previniendo la
disrupcién espermatogénica inducida por acetato de plomo en ratas
(Rubio et al., 2006a).

Los alcaloides de la maca, esteroides, glucosinolatos,
isotiocianatos y macamidas probablemente son los responsables de
esta aptitud de la maca para actuar como un potenciador de la
fertilidad, afrodisiaco, adaptdégeno, inmunoestimulante, anabdlico e

influencia en el balance hormonal (Valentova et al., 2003).

Tratamientos con maca incrementaron significativamente los
niveles de testosterona en el suero de ratones tratados por 30 dias
(Oshima et al., 2003), otros investigadores encontraron que la maca
no afectd los niveles de hormonas reproductivas (incluyendo
testosterona) en el suero de personas tratadas por varias semanas
(Gonzales et al., 2001; 2002; 2003b); mientras que en ratas tratadas
con 2 g/kg de extracto acuoso de maca, se observd que la
testosterona, en el suero, se incrementd al dia 14 pero no a los dias
7 y 21 de tratamiento (Gonzales et al, 2004), en oftras

4


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Comhaire%20FH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mahmoud%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bustos-Obregon%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rubio%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Valentov%C3%A1%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1

2.2

observaciones, extractos etanolicos de maca, no produjeron
diferencias en los niveles de testosterona en el suero después de 21

dias de tratamiento (Gonzales et al., 2003a).

Por otro lado, la maca muestra interesantes actividades
biolégicas y contienen compuestos (fitoestrogenos) cuyas
actividades son similares a la testosterona (Valentova et al., 2003;
Bogani et al., 2006), los cuales aparentemente son los que mejoran
la eficacia reproductiva en ratas y humanos (Piacente et al., 2002;
Oshima et al., 2003), tal como se muestran en estudios donde el
extracto acuoso de esta planta, es capaz de incrementar el numero

de espermatozoides en los tubulos seminiferos (Zheng et al., 2000).

Testosterona

La testosterona es una hormona esteroidea (andrégeno),
producida por las células de Leydig del intersticio testicular bajo la
influencia de la hormona luteinizante (LH) que juega un papel
esencial en la regulacion de la espermatogénesis; actua sobre
espermatocitos y espermatides (Schulz et al., 1989) y ayuda a las
células de Sertoli en la maduracion de las células germinales
masculinas y la produccion de espermatozoides (Fix et al., 2004). En
particular, sefialan su aparente importancia para completar la
espermiogénesis (Sun et al., 1990 citado por McLachlan et al., 1996;
McLachlan et al., 1994).

O’Donnell et al.,, (1994) encontraron un sitio especifico de
accion de la testosterona en la conversibn de espermatides
redondas a elongadas entre los estadios VII y VIII del ciclo
espermatogénico de la rata, determinando que dicha conversion es
altamente dependiente de testosterona; y que en ausencia de ésta,
las espermatides redondas no terminan la espermiogénesis, al
observar que éstos se detienen en un estado especifico de
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2.3.

2.4.

espermatides redondas en los estadios VII y VIII (O’Donnell et al.,
1996); sin embargo, Johnston et al., (2001) determinaron que las
células germinales no requieren de receptores androgeénicos
funcionales para completar la espermatogénesis, con lo cual la
accién de la testosterona seria a través de las células somaticas

como las células de Leydig, las peritubulares y las células de Sertoli.

Espermatogénesis y expresion génica

Es conocido que en el adulto, la espermatogénesis se
caracteriza por la continua maduracion de las células germinales
hacia el centro de los tubulos seminiferos, proliferacién mitética de
espermatogonias, division meidtica de espermatocitos, diferenciacion
de las espermatides y finalmente, la liberacion de espermatozoides

hacia el lumen del tubulo (Print y Loveland, 2000).

La espermatogénesis es un proceso ordenado durante el cual
las células germinales entran en fases mitoticas, meidticas y
postmeidticas (Lele y Wolgemuth, 2004). EI programa de expresion
génica requerido para este proceso es altamente controlado y
estrechamente regulado, gobernado por multiples e importantes
factores (Lele y Wolgemuth, 2004; Baumer et al., 2007).

Ciclina A1 (Ccna1)

Las ciclinas son unidades reguladoras del complejo Quinasas
dependientes de ciclina (Cdk) y son expresados periédicamente
durante el ciclo celular; se han determinado al menos 10 clases y se
denominan como ciclinas de la A ala |y T, ademas de multiples
miembros de la familia de ciclinas de tipo A, B y D (Lele y
Wolgemuth, 2004).



En los organismos superiores hay dos ciclinas tipo A, ciclina
A1 (Ccnat)y ciclina A2 (CcnaZ2). En ratones, ambas son expresadas
en las células germinales masculinas, aunque durante distintos
estadios de diferenciacion, sugiriendo que son estrechamente
regulados y pueden tener distintas funciones (Sweeney et al., 1996;
Ravnik et al., 1999).

Ccna1 difiere de otras ciclinas en su patron de expresién, que
esta predominantemente restringido a la linea celular germinal. Este
patréon de expresién ha sido investigado en ratones machos vy
comparado con el de Ccna2. Mientras que, Ccna2 se expresa
exclusivamente durante la proliferacion mitética, antes del ciclo
meidtico y durante la fase S pre-meidtica. La expresion de Ccnat
esta restringida a células meidticas. Especificamente, el mRNA de
Ccnal y su producto proteico son detectados inicialmente en
espermatocitos en el paquiteno tardio con un incremento maximo de
la proteina durante el diploteno (Sweeney et al., 1996; Ravnik y
Wolgemuth, 1999; Van der Meer et al., 2004; Wolgemuth et al.,
2004) (Figura 1), participando en la regulacion de otras proteinas
quinasas o fosfatasas, criticas para la transicion de la fase G2 — M

en el ciclo celular (Liu et al., 2000).

La disrupcion de la expresion del gen Ccna1 de raton resulta
en la infertilidad y en el completo detenimiento espermatogénico
antes de la primera division meiotica (Liu et al., 1998; Liu et al.,
2000; Baumer et al., 2007).
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2.5.

Citocromo P450 17a-hidroxilasa/17,20-liasa (Cyp17)

El gen Cyp17 codifica una enzima microsomal que cataliza
dos actividades distintas, la hidroxilacion y como liasa, criticos para
la formacion de andrégenos (Liu et al., 2005b); la primera actividad
enzimatica hidroxila la pregnenolona y progesterona en la posicion
del C4; para generar 17a-hidroxipregnenolona y 17a-
hidroxiprogesterona, mientras que la segunda actividad enzimatica
cliva el C47-Cy ligado de 17a-hidroxipregnenolona y 17 a-
hidroxiprogesterona para formar dehidroepiandrosterona vy
androstenediona respectivamente (Liu et al., 2005b; Akhtar et al.,
2005). La Androstenediona es el precursor inmediato de la

testosterona (Payne, 1990) (Figura 2).

CYP17 CYP17
3BHSD
Dehidroepiandrosterona 1 » Androstenediona ) ) Andrégenos
(DHEA) Estrogenos

Colesterol

CYP11A

3BHSD
Pregnonelona ~———» Progesterona —p» —P Mineralcorticoides

CYP17 CYP17

3BHSD
17 OH Pregnonelona ——» 17 OHProgesterona —p» —P Glucocorticoides

Figura 2. Via de la esteroidogénesis en donde interviene CYP17 (Liu et

al., 2005a).



La reduccion de los niveles de mRNA de Cyp17 en células de

Leydig, en ratones quiméricos, mostré una disminucion del 80% en

los niveles intratesticulares y séricos de testosterona, en

concordancia con el rol critico de esta enzima en la biosintesis de

androgenos (Liu et al., 2005a).

Proteina reguladora de esteroidogénesis aguda (StAR)

La mayoria de los esteroides se sintetizan en un grupo
de tejidos especializados en las gbnadas, glandulas
suprarrenales, higado, placenta y el cerebro a partir de un
precursor comun, el colesterol, que sirve como columna

vertebral de la molécula de esteroides.

El transporte de colesterol en la membrana mitocondrial
interna, en donde ocurren los pasos iniciales de la sintesis de
hormonas esteroides, constituye el paso limitante en este
proceso. Una vez entregado a la membrana mitocondrial
interna, el colesterol es modificado por un grupo de enzimas
especializadas para producir las diversas hormonas
esteroides (Houk et al., 2004).

La membrana mitocondrial externa no supone ningun
obstaculo para el colesterol, sin embargo, el espacio entre la
membrana mitocondrial externa e interna es acuosa y sélo
permite el paso de moléculas solubles en agua, formando asi
una barrera efectiva para los compuestos lipofilicos como el

colesterol.

La proteina reguladora de esteroidogénesis aguda
(StAR), de 37kDa de peso molecular, supera esta barrera
mediante el transporte de colesterol a la membrana
mitocondrial interna (Stocco, 2001). Como resultado de la
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2.7.

union de la hormona tréfica a su receptor en las células
esteroidogénicas y posterior senalizacion del segundo
mensajero, AMPc, la sintesis de hormonas esteroides es
inducida por la aguda induccion de la transferencia de
colesterol a la membrana mitocondrial interna por la actividad
de StAR y posteriormente por un aumento en la expresion de
enzimas esteroidogeénicas, incluyendo StAR (Houk et al.,
2004).

Por otro lado, en estudios realizados por Houk et al.,
(2004) relacionados a la regulacién de la expresion de este
gen, emplearon flutamida, un antagonista del receptor de
androgeno, el cual mejord la expresion de mRNA de StAR,
mientras que dihidrotestosterona, un potente agonista del
receptor de andrégeno, atenud esta respuesta, sugiriendo que
los andrégenos inhiben la expresion de mRNA de StAR por

retroalimentacion, a nivel transcripcional.

Se encontr6 que el tratamiento con testosterona
reprime fuertemente la expresiéon de StAR en las células de
Sertoli, represidon también observada en las células de Leydig,
lo que podria indicar que la regulacion de StAR por
testosterona es un evento no especifico a un tipo celular
(Zhou et al., 2005).

Protaminas (Prm)

Durante la espermiogénesis, las espermatides
haploides sufren un complejo cambio morfoldgico Yy fisioldgico
hacia el espermatozoide. Este proceso incluye el
remodelamiento de la cromatina mediado por el reemplazo de

11



las histonas por proteinas de transicion y protaminas (Grzmil
et al., 2008)

Las protaminas son proteinas con alto contenido de
aminoacidos de carga positiva, particularmente arginina (48%
en protaminas humanas) (Oliva, 2006), involucradas en la
condensacion de la cromatina del espermatozoide. En el
raton, los genes de protamina son transcritos post-
meioticamente en espermatides redondas (Peschon et al.,
1987), estas proteinas son muy importantes en la
diferenciacion de espermatide a espermatozoide (Rhim et al.,
1995; Tanaka et al., 2003; Grzmil et al., 2008)

En la actualidad se ha descrito un gen de protamina
que es expresado en la mayoria de mamiferos, la protamina 1
(Prm1), pero en algunos mamiferos, incluyendo ratones y
humanos se ha descrito un segundo gen denominado
protamina 2 (Prm2) (Corzett et al., 2002); sin embargo, ambos
son igualmente importantes para la formaciéon de

espermatozoides funcionales (Cho et al., 2001; 2003).

Tres de los genes involucrados en el remodelamiento
de la cromatina codifican proteinas cromosomales basicas,
PRM1, PRM2 y la proteina de transicion nuclear 2 (TNP2).
Altos niveles de mRNA de Prm1, Prm2 y Tnp2 son
expresados en espermatides y guardados en un estado
translacionalmente inactivos por aproximadamente 6 a 8 dias
hasta la diferenciacion celular a espermatides elongadas
(Peschon et al., 1987; Grzmil et al., 2008).
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HIPOTESIS

La expresion de Ccnal, Cyp17, StAR y Prm2, genes involucrados en el
proceso espermatogénico de ratones Swiss Rockefeller, es influenciada

por el extracto acuoso de maca.

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto del extracto acuoso de la maca sobre la expresion de

genes involucrados en el proceso de espermatogénesis de ratones Swiss

Rockefeller.

Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto del extracto acuoso de maca sobre la expresion

del gen Ccna1 en ratones Swiss Rockefeller.

2. Determinar el efecto del extracto acuoso de maca sobre la expresion

del gen Cyp17 en ratones Swiss Rockefeller.

3. Determinar el efecto del extracto acuoso de maca sobre la expresion

del gen StAR en ratones Swiss Rockefeller.

4. Determinar el efecto del extracto acuoso de maca sobre la expresion

del gen Prm2 en ratones Swiss Rockefeller.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Animales

Para el trabajo se emplearon 45 ratones (Mus musculus)
machos de 7 a 8 semanas de edad, de la cepa Swiss Rockefeller,
mantenidos en condiciones fisioldgicas: a una temperatura de 25 a
27°C, con libre acceso a la comida balanceada, agua ad libitum y un

fotoperiodo de 14/10 horas luz/oscuridad.

5.2. Preparacion del extracto acuoso de maca

En este trabajo fue utilizado el morfotipo negro (Figura 3), ya
que mostro tener mas efectos benéficos sobre la concentracion y
motilidad espermatica en epididimo (Gonzales et al., 2006). Las
raices de la maca fueron obtenidas en la ciudad de Carhuamayo

Junin, a mas de 4000 metros de altitud (Junin, Peru).

Figura 3. Raices de Lepidium meyenii Walp. (maca), morfotipo Negro.
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El extracto de las raices de la maca se prepar6 con agua, de

manera similar al empleado para el consumo (Sandoval et al., 2002).

En resumen, las raices fueron lavadas con agua, conteniendo
hipoclorito de sodio (NaOCl, 1%), y secados en un horno
convencional a 60°C por 24 h (Figura 4); luego fueron pulverizados y
100 g de este fue diluido en 500 ml de agua destilada y
posteriormente hervido durante 30 min. La preparacion fue
mantenida en frio y filtrada; este extracto filtrado fue guardado en
tubos cerrados a 4°C hasta su uso (Gonzales et al., 2004; Bustos-
Obregon et al., 2005; Bustos-Obregon et al., 2007).

Figura 4. Las raices de maca secados en el horno a 60° C por 24 horas.
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5.3. Tratamiento

Se tuvieron 4 grupos de animales: los grupos tratados Tz, T14
y To1; a los que les administréd 666,6 mgkg™" de extracto acuoso de
maca via oral por 7, 14 y 21 dias respectivamente (Bustos-Obregon

et al., 2007) y el control (C) tratado con agua destilada (Figura 5).

Figura 5. Administracién del extracto acuoso de maca a los ratones.

5.4. Obtencion de Muestras

Luego de cada tratamiento, los ratones fueron pesados y
sacrificados por dislocacion cervical, posteriormente se aislaron los
testiculos y epididimos, los cuales también fueron pesados, ambos
testiculos y un epididimo fueron colocados en Trizol dentro de un
criovial (100mg de tejido/ml) y almacenados a una temperatura de -
196C° en nitrodgeno liquido hasta la extraccién de RNA; mientras que
del segundo epididimo se obtuvo los espermatozoides para medir la

concentracion espermatica.

16



5.5.

Extraccion de RNA

La extraccion del RNA se realizd con Trizol, segun el
protocolo establecido por Invitrogen. En resumen, el protocolo
consistio en homogenizar el testiculo con 1 ml de Trizol, luego del
cual fue centrifugado a 14 000 g por 10 min a 2-8 °C; fue eliminado
el pellet (resto de tejido) y el sobrenadante se incubé a una
temperatura de 15-30°C por 5 min y posteriormente se le agregé 200
Ml de cloroformo, homogenizando en vortex, se incubd de 2 a 3 min a
una temperatura de 15-30°C, luego se centrifugé a 14000 g por 15
min a 2-8 °C. Después de la centrifugacién, la mezcla quedo
separada en la parte inferior la fase fenol-cloroformo de coloracion
rojiza, una interfase blanca y una fase superior acuosa incolora
(Figura 6). EI RNA se ubica exclusivamente en la fase acuosa, el
cual fue precipitado con 0.5 ml de alcohol isopropilico por 40 a 50
inversiones, seguidamente la mezcla se incubé por 10 min a 15-30°C
y se prosiguio a la centrifugacion a 14 000 g por 10 min a 2-8°C. El
sobrenadante se elimind y el pellet (RNA) se lavé con etanol al 75%

frio, para finalmente se disolvié en agua miliQ libre de RNAsas.
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5.6.

Precipitacion por
Isopropanol

Fase de

Pellet de RNA

Figura 6. Proceso de aislamiento de RNA por Trizol.

Sintesis de cDNA

Una vez obtenido el RNA se procedid a remover el DNA
contaminante mediante el uso del Kit DNA-free™ de Ambion, segin
el protocolo descrito por Ambion. Se anadié 5 pl del buffer DNasa |
10X y 1 pl de DNAasa | recombinante (rDNasa |) a 50 pl de RNA se
mezclo e incubd a 37°C por 20-30 min, posteriormente se le adiciond
el inactivador de DNasa, incubandolo por 2 min a temperatura
ambiente, seguidamente se centrifugé a 10 000 g por 1,5 min, y se

transfirio el RNA a otro tubo nuevo (Figura 7).

18



DNA-free™ Procesamiento

1. Agregar 10% del volumen 10X del Bufer DNAsa | al RNA
y mezclar.

2. Incubar a 37°C por 20 a 30 min.

3. Agregar el reactivo de inactivacion de DNAsa
resuspendido y mezclar bien.

4, Incubar por 2 min a temp ambiente, ezclando
ocacionalmente.

5. Centrifugar a 10 000 g por 1,5 min y transferir el RNA a un
tubo nuevo.

Figura 7. Proceso de remocidn de DNA. Kit DNA-free™ de Ambion.
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A partir del RNA aislado libre de DNA contaminante, se
procedié a la sintesis del cDNA, para lo cual se empled el Kit
SuperScript™ Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR de
Invitrogen® segun el protocolo descrito. Brevemente, se mezcld 1 ul
de RNA con 1 ul de los primers de oligo(dt), 1 ul de la mezcla de
dNTPs y 7 ul de agua tratada con DEPC; ésta mezcla se incubd por
5 min a 65°C y luego se colocé en hielo por al menos 1 min. Luego
se adicion6 el master mix para la sintesis de cDNA, el cual contiene
2 yl de buffer RT 10X, 4 pl de 25 mM de MgCly,, 2 yl de 0.1 M DTT, 1
Ml de RNasaOUT. (40 U/ul) y 1ul del SuperScript. Il RT (200 U/ul),
se incubd6 por 50 min a 50°C, terminando la reaccion a 85°C por 5
min y finalmente se le afadié la RNasa H, incubando a 37°C por 20
min, asegurandose asi de remover el RNA; el cDNA se almaceno a

—20°C hasta su uso para su cuantificacion (Figura 8).

Denaturacion: RNA + Primer + dNTPs (10 ul)
65°C por 5 min
P
Colocar en hielo al menos 1 min
|
Anillamiento: ‘ Oligo(dT)200 GSP | I Hexameros al azahar
Agregar 10 pl de mezcla de Agregar 10 pl de mezcla de
Sintesis de cDNA Sintesis de cDNA
25°C por 10 min
[ |
1
Sintesis de cDNA: 50°C por 50 min Sintesis de cDNA:
g ‘5 10X RT Buffer 2
iz 8 °C por 5 min 25 mM MgCl, “
Reaccién de Culminacién : 01 MDTT . 2
RNaseOUT 1
Remocién de RNA: Agregar1pldeRNasaH | SuperScript™ Il RT 1
37 °C por 20 min 10 ul
B
Amplificacién por PCR: Alicuotar 2 pl para PCR
(puede ser usado mas de 10 pl)

Figura 8. Resumen del proceso de sintesis de cDNA a partir de RNA. Kit
SuperScript™ I First-Strand Synthesis System for RT-PCR de
Invitrogen.
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5.7. Diseno de Primers

El disefio de los primers usados para el trabajo fue realizado
mediante el software “ProbeFinder’ que permite disefar los primers
para ensayos de PCR en tiempo real, de manera facil y rapida, para
los genes blancos elegidos. El software selecciona un éptimo juego
de primers del gen especifico del Universal ProbelLibrary for Mouse
de Roche Applied Science, un servicio online gratuito

(http://www.universalprobelibrary.com) (Figura 9) (Tabla 1).

Universal ProbeLibrary for Mouse Roche Applied Science

ProbeFinder has designed the optimal real-time PCR assay for:

ratoncyp gi|1600428600:152-1621 mus musculus cytochrome pd450, family 17, subfamily a, polypeptide 1
{cyp17a1), mrna

Assay delails:

Use Universal ProbeLibrary probe: #67, cat.no. 04688660001
T N A
Left Primer 1107 - 1126 catcccacacaaggctaaca
Right Primer 20 1175-1194 59 50 cagtgcccagagattgatga
Amplicon (88 nt)

catcccacacaaggctaacattgactccagocattggagagtttgoccatcccgaaggacac
acatgtgatcatcaatctctgggcactyg

Download pack insert ] [ PDF report ] [ Textreport ] [ Order probes or set ]

Transcript overview:

67

AA A Ah )

Figura 9. Resultado del disefio de primers mediante el software

ProbeFinder de Roche Applied Science.
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Tabla 1. Secuencias de primers empleados para RT-PCR en tiempo real

Gen Primers

Ccnat E 5'- cagatgtgattaacgtaacggagt- 3
R 5'- agtgagccttgggtctgtgt - 3

CYP17a1 F 5'- catcccacacaaggctaaca-3°
R 5'- cagtgcccagagattgatga - 3°

StAR F 5'- ttgggcatactcaacaacca -3’
R 5'- acttcgtcccecgttctee -3°

Prm 2 F 5'- cagaaggcggaggagacac -3’
R 5'- ctectecticgggatctict - 3°

Act (Housekeeping) E 5°- gggtcagaaggattcctatg - 3°
R 5'-ggtictcaaacatgatctiggg- 3

5.8. RT-PCR en Tiempo Real

La transcripcion reversa (RT) seguida de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en Tiempo Real, es el método mas
sensible para la cuantificacion de los niveles de expresion de los
genes (Steuerwald et al., 2000; Livak et al., 2001; Peirce et al., 2001;
Liu et al., 2002a; Liu et al., 2002b; Zhang et al., 2005; Ferreira et al.,
2006; Schefe et al., 2006; Ciko$ et al., 2007; Shi et al., 2007). La
cuantificacion de acidos nucleicos, se ha simplificado bastante por el
desarrollo de éste método en el cual la senal fluorescente que refleja
la acumulacién del producto de PCR es detectado en cada ciclo de
amplificacion (Ciko$ et al., 2007), el fluorescente ampliamente
aplicado es el Syber green | por su capacidad de unirse a la doble
cadena de DNA (Steuerwald et al., 2000; Zipper et al., 2004).

En las aplicaciones bioldgicas, para examinar la expresion

génica, no es necesario conocer la cantidad inicial absoluta del
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transcripto (el numero de moléculas en la muestra). La cuantificacion
relativa describe el cambio en la expresion del gen blanco relativo a
un gen de control interno conocido como control o “housekeeping”
(Livak et al., 2001; Cikos et al., 2007).

La RT-PCR en tiempo real cuantitativo, es un método aplicado
en diversas investigaciones en medicina (Dotsch et al., 1999;
Ferreira et al., 2006), cancer (Peirce et al., 2001; Schostak et al.,
2006), toxicologia (Shi et al., 2007), desarrollo (Steuerwald et al.,
2000).

Nuestro gen de control interno (housekeeping) sera la actina
(Act) (Dotsch et al., 1999; Steuerwald et al., 2000; Peirce et al.,
2001; Zhang et al., 2005; Shi et al., 2007).

La RT-PCR en tiempo real se realizé con el sistema
LightCycler 2.0 de Roche Applied Science, en donde el producto de
PCR puede ser detectado y medido por la sefal fluorescente del
SYBR Green . El principio de esto es que el SYBR Green | se une al
surco menor de la doble hélice del DNA vy se intercala en la hélice
del DNA (Steuerwald et al., 2000; Zipper et al., 2004); el colorante
por si solo presenta una fluorescencia muy baja; sin embargo, a
530nm de longitud de onda, mejora cuando se une al DNA. Por ello,
durante la PCR, el incremento de la fluorescencia del SYBR Green |
es directamente proporcional a la cantidad de DNA doble cadena
generado y dicha emision es detectado por el filtro 6ptico de sistema
LightCycler 2.0.

El protocolo que se uso6 en el sistema SYBR Green | fue una
mezcla de reaccion de 20 pl de PCR que contenia: 2 ul de cDNA de
la reaccion de RT, 1,4 ul de de MgCI2 (1,5mM), 2 ul de cada primer
(0.5 uM), 2 pl del Master DNA SYBR Green | (Roche) y 10,6 ul de
agua de grado molecular, fueron agregados a los capilares y
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cargados al equipo LightCycler 2.0 de Roche Applied Science.
Nuestras condiciones térmicas fueron disefiadas para la obtencion
de datos (deteccibn de fluorescencia), en cada ciclo de
amplificacion. Ademas se aplico la curva de disociacion o “curva de
melting” que determina la especificidad del producto amplificado
definido por la temperatura de disociacion de cada juego de primers

correspondiente a cada gen evaluado (Figura 10).

Fluorescence (539)

19
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08
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o1

Amplification Curves

2 13 14 15 W% T 1w 19 0 N
Cycles

Melting Peaks

Figura 10. Curvas de amplificacion observadas durante la amplificacion de

las muestras con los 5 juegos de primers para los genes
Ccnal, Cyp17, StAR, Prm2 y Act en el LightCycler 2.0 (A);
curvas de “melting” para cada amplificado obtenido después de
cada amplificacion para determinar la especificidad del
amplificado y descartar la presencia de contaminantes (B).
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A continuacién en la tabla 2 se presenta el programa utilizado

para la cuantificacion de los cuatro genes evaluados:

Tabla 2. Temperaturas y ciclos empleados para cuantificacion relativa por

RT-PCR en tiempo real.

Temperaturas Tiempo Rampa Medicion de

Ciclos (°C) (s) (°Cls) fluorescencia

Desnaturalizacion 1 96 0 20 no

95 0 20 no
Amplificacion 30 56 10 20 no

fi 10 20 simple

95 0 20 no
Disociacion 1 65 15 20 no

95 0 0.02 continua
Enfriamiento 1 40 30 20 no

5.9.

Analisis de cuantificacion relativa

El método comparativo de ciclo de Umbral CT (cycle
threshold), y la curva estandar son usados comunmente para la
evaluacion de la cuantificacion relativa (Dotsch et al.,, 1999;
Steuerwald et al., 2000; Livak et al., 2001; Zhang et al., 2005;
Ferreira et al., 2006; Shi et al., 2007); sin embargo, presentan ciertas
limitaciones, ya que este meétodo se basa en varios supuestos,
incluyendo que la eficiencia de amplificacion (E) del gen blanco y el
de referencia son iguales y que ademas presentan una eficiencia
constante cercana a 1 en la fase exponencial de la PCR (Liu et al.,
2002a).

Liu et al, (2002b) encontraron que la eficiencia de
amplificacion del PCR usualmente no es cerca a 1, y que las
eficiencias de amplificacion del gen blanco y el de referencia no
siempre son aproximadamente iguales. Esto indica que los
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parametros de la cinética del PCR en tiempo real varian en
reacciones individuales, incluso para el mismo gen. Por ello, Liu et
al., (2002a) plantearon una cuantificacion mas aguda, al considerar
de la cinética de reaccion de cada individuo. Asi por ejemplo, la
eficiencia de la amplificacion en la primera fase exponencial de cada
reaccion fue calculada a partir de la cinética de reaccion individual,
en lugar de asumir una constante (E=1) y una idéntica eficiencia de

amplificacion para todas las reacciones.

Liu et al.,(2002b) desarrollaron un método cuantitativo basado
en la eficiencia de amplificacién, que tiene como base, la evaluacion
de la cinética en la fase exponencial inicial de cada reacciéon de PCR

en tiempo real.

Se aplic6 un modelo matematico sigmoidal que ajusta
adecuadamente todo el proceso cinético de PCR en tiempo real,
este modelo fue elegido para la evaluacion de la expresion

cuantitativa relativa de los genes problema en el presente trabajo.
Liu et al., (2002a) plantearon la siguiente simulacién del

método R, vs Ciclo que fue ajustada con la siguiente ecuacién
usando (SigmaPlot, version 5.0, SPSS, Richmond, CA, USA)

max

et exp(—((n—mpn)/k)) o

Donde R es la fluorescencia en el PCR en tiempo real, R, es

R — Ry

la fluorescencia sin background en el PCR en tiempo real al ciclo n,

Ry es la fluorescencia background, Rmax €s la fluorescencia maxima

observada, nq2 es el numero de ciclos en el cual la fluorescencia es
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la mitad de Rmax ¥ k €s una constante que influye en la amplitud de

la zona entre mesetas.

Ademas, expresaron a la eficiencia mediante la siguiente

formula:

Donde, E, es la eficiencia de la amplificacion al ciclo n y

donde R, y Rn.1 son las fluorescencias al ciclo n y n -1. De la
combinacion simplificada de las ecuaciones (1) y (2) y asumiendo

que Ry = 0, obtienen la siguiente ecuacion:

n—1-—n; n—ny,
E,=ql+exp| — k : l+exp(—k)—l

(3)

Para los propésitos de cuantificacion relativa en PCR en

tiempo real, Liu et al., (2002a) determinaron que la cantidad inicial de
los transcriptos, representado por Ry en este método matematico es

definido ajustando n=0 en las ecuaciones (1) y (3) y la expresaron

con la siguiente formula:

L Rlﬂ&lK
1 +exp(n ) /k)

R()

Ro: valor inicial de moléculas presentes en cada una de las muestras
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Por lo tanto, para realizar el analisis de cuantificacion relativa de la

expresion de Ccnal, CYP17a1, StAR y Prm 2, se procedi6 a la
determinacién del Ry de cada reaccion de PCR en tiempo real, incluyendo

el de Act (gen de control). Para dicho propésito, se empled el programa

SigmaPlot version 10.0, con el cual se obtuvo el grafico de la cinética de
cada reaccion de PCR (Figura 11), de donde derivaron los valores de Rmax,
N4 y k, a partir de los datos de fluorescencia, obtenidos de las reacciones

del PCR en tiempo real (para cada individuo y gen evaluado) (Figura 12), y

se obtuvo los Rop mediante la ecuacion (4).

SigmaPlot - [Graph Page 1 - N3] =)
[3) File Edit Inset View Format Tools Graph Statistics Transforms Toolbox Pharmacology Window Help NER
DR & B EEOESFfcDx -0 200
Arial vo~v B ZI U N a ||= Al v~ 3F 7

k2 COSCCEN £ EISNCE PN XURC XRCH TSN (XSO AN (XS TSN RN X UNCH 7 N CESUNC 7 SR T SNCH TSN £ RO £ 3URCH R0 R
< 4 2
- T
Ll 2D Graph 1 <
=i g f= Rb+Rmax/(1+exp(-(x-n)/k)) N
i 7 Sigmoid, 3 Parameter B o
m 7 Sigmoid, 4Parameter L] 050
= _/# Sigmoid, 5 Parameter =
* Logistic, 3 Parameter 5
G | (D ~ Logistic, 4Parameter = 045 4
_# Webul, 4Parameter E
& _7 Weibul, 5 Parameter L
7 Gompertz, 3 Parameter | 0.40
m _/ Gompertz, 4Parameter |}
7 Hill, 3Parameter N
E E o 035
* Chapman, 3 Parameter 5 £
_# Chapman, 4 Parameter i fa
7 lui.saint. 4param.LFRA = > 0304
» (- [J] Exponential Decay o
@ & (J] Exponential Rise to Maximum [
| Exponential Growth = 025 4
‘E Py
- 020 4
=
= 0.15 ;
0 10 20 30
X Data
e Se“’"”: —— x columnvsy column
LU * Col1vsCol2
Repart L —— 95% Confidence Band
(8] Graph page 1 —— 95% Prediction Band

Show summary information

Position -- X:119.23, Y:177.85 X 19.9096 - V: 0192478

Figura 11. Grafico en funcién a la ecuacion (4), obtenido por el programa

SigmaPlot 10.0 usando los datos de fluorescencia de cada
reaccion de PCR en tiempo real.
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Figura 12. Valores Rax, N1/2 ¥ k obtenidos a partir del grafico de la cinética
de cada reaccion de PCR. SigmaPlot 10.0.

La expresion relativa de un gen es expresado por la relacion entre el

Ro del gen Blanco y el Ry del gen control, segun se indica a continuacion.

RO gen X

RO control
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5.10. Analisis estadistico

Los resultados fueron evaluados usando el SPSS 17,0 para
Windows, mediante pruebas de ANOVA seguido de una prueba de
Tukey post hoc, para el analisis de los datos fisiolégicos y la prueba
de Mann-Whitney para el analisis de los datos de radios de
expresion RT-PCR en tiempo real; los valores p<0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos. Los resultados son

expresados como media + SE (error estandar).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.

Pesos

La diferencia de pesos del raton, asi como los pesos de los
testiculos y epididimos son mostrados en la Tabla 3. Existe solo un
cambio significativo (p<0,05), en el grupo tratado con el extracto
acuoso de maca por 21 dias en comparacion al control y los otros
grupos, mientras que en los grupos de los animales tratados por 7 y
14 dias de tratamiento, se puede observar una tendencia al
incremento pero no son significativos (p>0,05) (Figura 13). Estas
diferencias pueden ser explicadas por las propiedades nutricionales
que presenta la maca, ya mencionadas anteriormente (Valentova et
al., 2003; Wang et al., 2007). Por otro lado, se observan también
incrementos no significativos (p>0,05) en el peso de los testiculos y
epididimos en los ratones tratados en comparacion al control (Figura
14).

Tabla 3. Pesos y concentracion espermatica evaluados en los grupos de animales

tratados 7, 14 y 21 dias (T7, T14 y T21) con el extracto acuoso de maca

y sus respectivos controles (C7, C14 y C21).

T7 C7 T14 c14 T21 c21

n
Dif. peso

Peso Testic.
Peso Epidid.

Conc. Esp. x 10°

11 6 8 7 8 7
0.968+0.219 0.975+0,264 2,098+0,434 1.35:0.104  3,438+0,628* 1.392+0,202
0,098+0,003 0.086£0,004 0,102£0,005 0,092+0,006 0,104+0,005 0,096 =0,005
0.039+0,002 0,034+0,001 0,043£0,002 0.039+0,002 0,045+0,002 0,040+0,002

4,832+0,240* 2,548+0,171 5,234+0,171* 3,259+0,495 5,134+0,205* 3,431%0,482

(*) Estadisticamente significativo (p<0,05), comparado al control en cada grupo de
tratamiento. Media + SE; analizado por ANOVA seguida de la prueba Tukey post hoc.
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Figura 13. Diferencias de peso corporal en los grupos de animales tratados 7, 14
y 21 dias (T7, T14 y T21) con el extracto acuoso de maca y sus
controles (C7, C14 y C21). Sdlo el grupo con 21 dias de tratamiento
mostro diferencias significativas (p<0,05), comparado a su respectivo

control. ANOVA y prueba Tukey post hoc.
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Figura 14. Pesos de testiculos y epididimos en los grupos de animales tratados 7,
14 y 21 dias (T7, T14 y T21) con el extracto acuoso de maca y sus
controles (C7, C14 y C21). Ningun grupo mostré diferencias
significativas (p>0,05), comparados a sus respectivos controles.
ANOVA y prueba Tukey post hoc.
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6.2.

Concentracidén espermatica

Los valores de concentraciéon espermatica encontrados en el
epididimo de los ratones del control y tratados con el extracto
acuoso de maca se presentan en Tabla 3. Se evidencid un
incremento significativo (p<0,05) para los grupos de 7, 14 y 21 das
de tratamiento con la maca (Figura 15). Estos resultados confirman
la capacidad de maca de incrementar la produccion de
espermatozoides, lo que corrobora lo reportado por diversos
investigadores (Gonzales et al., 2001; Gonzales et al., 2003a;
Comhaire y Mahmoud, 2004; Bustos-Obregon et al., 2005; Chung et
al., 2005; Gonzales, 2005b; Gonzales et al., 2006; Rubio et al.,
2006a; Gasco et al., 2007).
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Figura 15. Concentracién de espermatozoides en los grupos de animales tratados
7,14 y 21 dias (T7, T14 y T21) con el extracto acuoso de maca y sus
controles (C7, C14 y C21). Los 3 grupos tratados mostraron
diferencias significativas (p<0,05), comparados a sus respectivos
controles. ANOVA y prueba Tukey post hoc.

35



6.3. Expresion génica

Los valores obtenidos de la cuantificacién relativa son
mostrados en la Tabla 4. Se observé una diferencia significativa
(p<0,05) solo en la expresién de StAR en los grupos de 7 y 14 dias
de tratamiento con el extracto acuoso de maca en comparacion a
sus controles; mientras que no se observa un cambio significativo
(p>0,05) en la expresion de los otros genes evaluados (Figura 16),
sin embargo, se tienen ciertas tendencias; Ccnal tiende a
incrementar su expresién ligeramente a los dias 7 y 21, mostrando
una expresion similar en el dia 14 de tratamiento en comparacion a
su control (Figura 17); Cyp17 muestra una menor expresion no
significativa en los 3 grupos tratados con maca en comparacion a
sus controles (Figura 18) y Prm2 se incrementa a los dias 7 y 14 de
tratamiento con respecto a sus controles (Figura 19), en la figura 20,
se presenta en resumen de efecto de la maca sobre la expresion de

los 4 genes evaluados.

Tabla 4. Resultados de la cuantificacion relativa de la expresion génica de Ccnaf,
Cyp17, StAR y Prm2, en en los grupos de animales tratados 7, 14 y 21
dias (T7, T14 y T21) con el extracto acuoso de maca y sus respectivos
controles (C7, C14 y C21).

T7 C7 T14 c14 T21 c21

n 10 6 8 7 8 VA
RoCcnal/RyAct 0.217+0.028 0.188+0.019 0.192+0.024 0.189+0.016 0.206£0.021 0.184=0,014
RoCyp17/R,Act 1.144+0.287 1.325+0.227 1.067+0.260 1.251+0,216 1.059£0.21 1.257=0,238
RoStAR/R,Act  0.469+0.085* 1.227+0.149 0.539+0.251* 1.138+0,079 0.875%£0.232 1,047=0,096

RoPrm2/R,Act 12.324+1.982 11.93+2.096 12.986+3.75 11.71+1.748 11.043£3.103 11.81£1.798

(*) Estadisticamente significativo (p<0,05), comparado su control. Media + SE; analizado

prueba de Mann-Whitney.
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Figura 16. Expresién génica a nivel transcripcional de StAR en los grupos de

animales tratados 7, 14 y 21 dias (T7, T14 y T21) con el extracto
acuoso de maca y sus controles (C7, C14 y C21). Los grupos de 7 y
14 dias de tratamiento mostraron diferencias significativas (p<0,05),

comparado a sus respectivos controles. Prueba de Mann-Whitney.
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Figura 17. Expresion génica a nivel transcripcional de Ccna? en los grupos de
animales tratados 7, 14 y 21 dias (T7, T14 y T21) con el extracto
acuoso de maca y sus controles (C7, C14 y C21). Los 3 grupos no
presentan diferencias significativas (p>0,05), comparados a sus

respectivos controles. Prueba de Mann-Whitney.
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Figura 18. Expresion génica a nivel transcripcional de Cyp17 en los grupos de
animales tratados 7, 14 y 21 dias (T7, T14 y T21) con el extracto
acuoso de maca y sus controles (C7, C14 y C21). Los 3 grupos no
presentan diferencias significativas (p>0,05), comparados a sus

respectivos controles. Prueba de Mann-Whitney.
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Figura 19. Expresion génica a nivel transcripcional de Prm2 en los grupos de

animales tratados 7, 14 y 21 dias (T7, T14 y T21) con el extracto
acuoso de maca y sus controles (C7, C14 y C21). Los 3 grupos no
presentan diferencias significativas (p>0,05), comparados a sus

respectivos controles. Prueba de Mann-Whitney.

40



14

mT7
T
< mC7
o
§ mT14
o mCl4
mT21
mC21

Prm 2 StAR Cypl7 Ccnal

Genes evaluados en los ratones tratados con maca

Figura 20. Expresion génica a nivel transcripcional relativa de los 4 genes
evaluados en los grupos de animales tratados 7, 14 y 21 dias (T7,
T14 y T21) con el extracto acuoso de maca y sus respectivos
controles (C7, C14 y C21).
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Gonzales et al., (2001) propuso que la maca mejora la
espermatogénesis en rata, actuando sobre los estadios iniciales IX y XI,
donde ocurre la mitosis, estadios en los cuales Ccnal es expresado, sin
embargo, este gen no esta involucrado en el proceso de mitosis; tampoco
es probable que Ccna2 participe ya que este gen es exclusivamente
expresado durante la proliferacion mitética antes del ciclo meidtico y
durante la fase S pre-meidtica que abarcan principalmente los estadios VII
y VIII (Figura 1) (Ravnik y Wolgemuth, 1999), al igual que las ciclinas D1y
D2 que son expresados en espermatogonias redondas en el estadio VIII
del epitelio seminifero y cuyos roles estan ligados a la regulacién del ciclo y
la diferenciacion de espermatogonias respectivamente (Beumer et al.,
2000). Si bien maca estaria incrementando el niumero de espermatozoides,
actuando sobre la mitosis, entonces se esperaria que también la meiosis
(un paso intermedio en la produccién espermatica) se incremente, lo que
no se evidencia en nuestros resultados al observar la falta de expresion

diferencial significancia de la Ccna1.

Estudios posteriores mostraron que el extracto acuoso de maca,
también actia sobre el estadio de espermiacion (VIII) de la
espermatogénesis en ratén, a los 7, 14 y 21 dias de tratamiento (Bustos-
Obregdn et al., 2005); por otro lado, en trabajos con ratas se observaron
que a los 7 dias de tratamiento, también se incrementa los estadios VIl y
VIII, mientras que a los 14 y 21 dias los estadios IX y XI (Gonzales et al.,
2004, Chung et al., 2005; Gonzales, 2005b; Rubio et al., 2006a).

Prm2 al estar involucrada directamente al proceso de espermiacion
(Peschon et al., 1987; Cho et al., 2001; 2003; Grzmil et al., 2008), también
es un buen indicador del aumento de esta actividad; el incremento, aunque
no significativo, de la expresién de Prm2 en los 3 grupos tratados con maca

sugiere el efecto de esta sobre la espermiogénesis.

Estos efectos sobre la espermiogénesis podrian estar respondiendo
a la accion de andréogenos. Algunos investigadores aducen que la maca
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incrementa los niveles de testosterona, incentivando de esta manera la
produccion de espermatozoides (Oshima et al., 2003; Gonzales et al.,
2004); sin embargo, nuestros resultados sugieren que maca no induce la
sintesis de andrégenos, al no encontrar expresiéon diferencial significativa
de Cyp17, importante para la formacion de estas hormonas; éstos
resultados concuerdan con los encontrados en tratamientos con maca en
humanos (Gonzales et al., 2001; Gonzales et al., 2002; Gonzales et al.,
2003b) y ratas (Gonzales et al., 2003a), donde no se encontraron

diferencias en las hormonas reproductivas, entre ellas la testosterona.

Por otro lado, la disminucion significativa de la expresion de StAR,
en los dias 7 y 14 de tratamiento, sugiere una regulacién negativa inducido
por maca, regulacién que responderia a la presencia de andrégenos (Houk
et al., 2004) en el extracto acuoso de maca; estos resultados respaldarian
la existencia de compuestos con actividades similares a la testosterona
(Valentova et al., 2003; Bogani et al., 2006) los cuales aparentemente son
los que mejoran la eficacia reproductiva en ratas y humanos (Piacente et
al., 2002; Oshima et al, 2003) e incrementan el numero de
espermatozoides en los tubulos seminiferos (Zheng et al., 2000), lo que se
reflejaria en el aumento de espermatozoides en epididimo encontrado en

los tratamientos.

Como se puede observar también en los graficos la expresion de
StAR se va recuperando al dia 21 de tratamiento en comparacion a los dias
7 y 14, esto se esperaria debido a que el producto proteico de este gen es

muy importante para la sintesis de otras hormonas esteroideas.

El efecto sobre la concentracion de espermatozoides en ratones,
inducido por maca, no estaria relacionado a un incremento de la actividad
meidtica ni a la sintesis de testosterona, partiendo de la falta de expresiéon
transcripcional diferencial significativa de Ccnat y Cyp17 respectivamente,

en los ratones tratados sino mas bien a la presencia de compuestos con

43



actividad androgénica, evidenciado por la regulacion negativa en la

expresion transcriopcional de StAR de manera significante.
Estos resultados revalidan la importancia de maca como potenciador

reproductivo masculino, sin correr el riesgo del incremento de testosterona,

contraindicado en los casos de cancer de préstata (Houk et al., 2004).
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7. CONCLUSIONES

1. Lepidium meyenni Walp. inhibe significativamente la expresion
transcripcional de StAR evidenciando su actividad androgénica,
lo que induce la espermiogénesis con el consecuente incremento

de la produccién de espermatozoides en ratones.

2. Lepidium meyenni Walp. no afecta la expresién del gen Cyp17,
por lo tanto no induce el incremento de la produccion de
espermatozoides en ratones mediante el incremento en la

sintesis de testosterona.

3. Lepidium meyenni Walp no afecta la expresion del gen Ccnaf,
por lo tanto no induce el incremento de la produccién de
espermatozoides en ratones mediante el aumento en la actividad

meiotica.

8. RECOMENDACION

Se recomienda la evaluacibn de la expresion de otros genes
involucrados en el proceso de espermatogénesis principalmente aquellos

relacionados a la actividad mitotica como las ciclinas D.
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