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RESUMEN

Introduccion: La osteoporosis es un trastorno del metabolismo 6seo que predispone a
fracturas con una alta carga de morbilidad asociada. Otros autores han comprobado
experimentalmente la propiedad antiresortiva del extracto etandlico de los ecotipos rojo y negro
de Lepidium meyenii, “maca”, el cual incluye diversos metabolitos. Por ello, hace falta estudios
que determinen el efecto de la fraccién alcaloidal en la osteoporosis. Objetivo: Demostrar el
efecto protector del extracto alcaloidal de Lepidium meyenii ecotipo amarillo sobre la
osteoporosis inducida en ratas ovariectomizadas. Disefio: analitico, experimental incompleto.
Participantes: 50 ratas. Lugar: Instituto de Patologia de UNMSM, 2015. Método: division
aleatoria en 5 grupos de 10 cada uno: operacidén simulada (sham) y ovarectomizadas con
tratamiento: estradiol (40ug/Kg), extracto alcaloidal (EA) a dosis de 75mg/k y 100mg/k (maca | y
Il respectivamente), y sin tratamiento protector. Dosis diarias via orogastrica por 8 semanas.
Posteriormente se determiné densidad mineral 6sea (DMO), marcadores 6seos: fosfatasa
alcalina (FA), osteocalcina, telopéptido amino terminal del colageno (NTX), estradiol, calcio y
fosforo en suero; y histomorfometria. Resultados: No se evidenciaron cambios significativos en
la densitometria vertebral, a nivel del fémur se evidenci6 disminucion en el grupo maca Il. La FA
(141,90 + 33,58UI/L) y la osteocalcina (38,578 + 10,403ng/ml) mostraron niveles superiores no
significativos, el nivel de estradiol con el grupo maca Il fue superior no significativo. Los niveles
de calcio y fésforo no mostraron variacién. En la histomorfometria el grupo maca Il (58,030 *
4683) mostré mayor grosor trabecular significativamente. Conclusiones: se evidencio efecto
protector antiresortivo parcial en los cambios inducidos por la ovariectomizacién, sin embargo,

no se indujo osteoporosis al no encontrarse variacion en los niveles de DMO.

PALABRAS CLAVE: Osteoporosis, ovarectomia, Lepidium, maca, extracto, alcaloide, densidad

6sea, estructura ésea.
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SUMMARY

Introduction: Osteoporosis is a bone metabolism disorder which predispose to
fractures with a high charge of associated morbidity. Other authors have ascertained
the antiresorptive properties of the ethanolic extract of Lepidium meyenii (maca)
ecotypes red and black, which include several metabolites. For that reason, there is a
need of studies to determine the effect of the alkaloid in osteoporosis. Objective: To
demonstrate the protector effect of the alkaloid extract of Lepidium meyenii yellow
ecotype over the induced osteoporosis in ovariectomized rats. Design: Analytical,
experimental and incomplete. Participants: 50 rats. Location: Institute of Pathology
UNMSM, 2015. Method: Randomized division in 5 groups of 10 each one. Operation
simulated group (Sham) and ovariectomized with treatment estradiol (40ug/Kg), alkaloid
extract (EA) doses of 75mg/Kg and 100mg/Kg (maca | and Il respectively), and without
protector treatment. Daily doses via oral gastric for 8 weeks. Later, bone density was
determined (DMO), bone markers: alkaline phosphatase (FA), osteocalcin, amine
terminal collagen telopeptide (NTX), estradiol, calcium and phosphate in serum and
hystomorphometry by measuring of trabecular thickness. Results: There were no
evidence of significate change in vertebral densitometry, at the level of femur reduction
in group maca Il was evidenced. The FA (141,90 + 33,58 Ul/L) and the osteocalcin
(38,578 £ 10,403ng/mL) showed higher levels no significant, at the level of calcium and
phosphate no variation were seen. In hystomorphometry, group maca Il (58,030 *
4683) showed major trabecular thickness significantly. Conclusions: It was evidenced
the antiresorptive protector effect in changes induced by the means of
ovariectomization, nevertheless, osteoporosis was not induced, and as variations in
DMO levels were not found.

Key words: Osteoporosis, ovarectomy, Lepidium, maca, extract, alkaloid, bone density,
bone structure.



I INTRODUCCION

La osteoporosis es un problema de salud publica a nivel mundial debido al
envejecimiento progresivo de la poblacion, afectando a mas de 200 millones
de personas, y se calcula que entre 30-50 % de las mujeres
postmenopausicas desarrollaradn la enfermedad (1). La prevalencia aumenta
desde el 15% para las edades comprendidas entre 50 y 59 afos, hasta

mayor al 80% en edades superiores a 80 afos (2).

Esta enfermedad esquelética de orden multifactorial (3), segun la
Organizacion mundial de la salud (OMS), se caracteriza por la atrofia del
tejido éseo donde disminuye el espesor del hueso cortical, el nimero y
espesor del hueso trabecular o esponjoso lo que aumenta el espacio
ocupado por la médula 6sea. El hueso es menos resistente al stress
mecanico y lo hace mas fragil, lo que aumenta el riesgo a la fractura como
principal complicacién (3,4). De manera que toda definicibn moderna debe
incluir tres elementos: disminucion de la masa Osea, deterioro de la
micro arquitectura e incremento del riesgo de fracturas por fragilidad (3).
Ocasionandose predominantemente nivel vertebral y en la extremidad distal
de radio (colles) (3,5). La frecuencia de este tipo de fracturas aumenta de
9,5 por cada 1000 habitantes antes de la menopausia, a 17,2 por cada 1000
ciudadanos después de la menopausia (6), con el consecuente aumento de
la morbimortalidad asociada.

Dentro de la clasificacion de esta enfermedad se tiene especial énfasis en la
osteoporosis tipo | o postmenopausica, de mayor prevalencia,
caracterizado por una pérdida acelerada y desproporcionada de hueso
trabecular (alta remodelacién 6sea) entre los 45-75 anos (6), cuyo principal
mecanismo se explica por la disminucién en el estimulo estrogénico en los
receptores de las células 6seas, con predominio de la resorciéon por medio
de la inhibicion de la proliferacién y diferenciacibn de los precursores

osteoblasticos, reduciendo la supervivencia de los osteoblastos maduros,




promoviendo su apoptosis (7). También permite la supervivencia de los
osteoclastos por medio del aumento de la expresion del ligando del receptor
activador del factor nuclear- kB (RANKL) por los osteoblastos (7,8). Se
incrementa la expresién de citosinas pro inflamatorias como: IL-1, IL-6, IL-11,
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), unidades formadoras de colonias de
granulocitos-monocitos (GM-UFC) y prostaglandina E, (PGE>), las cuales
aumentan la sintesis y maduracién de osteoclastos (9). Esto conlleva a una
pérdida de 20-30% de masa 6sea trabecular y 5-10% de masa 6sea cortical
que en los primeros 3-4 anos es del 2.5% anual, la cual desciende a 0.75%
en adelante (8). El remodelado 6seo también se puede modular a través de
mecanismos indirectos como el calcitriol o la paratormona (6). La
osteoprotegerina (OPG) es wuna citoquina reguladora negativa de
osteoclastogénesis activada por el RANKL, producida por los osteoblastos y
en gran parte por los linfocitos B, los cuales despliegan un importante rol
como reguladores activos del eje RANK/RANKL/OPG (8,9). En condiciones
de inflamacién, las cuales se dan en los estados postmeunopausicos (10),
linfocitos B activan el RANKL en mayor proporcién a los osteoblastos y por
ende la osteoclastogénesis mediante la coestimulacién de los linfocitos
CD40 (6,10).

La resistencia 6sea, no solo esta determinada por la densidad (cantidad de
hueso), sino también intervienen otros factores que mide la calidad 6sea,
como la micro arquitectura (tamano, forma cortical y trabecular del hueso, el
entramado de las conexiones, la morfologia y grosor de las trabéculas), el
remodelado éseo, el grado de mineralizacion, el dafo acumulado (micro
fracturas) y las propiedades del colageno y la matriz 6sea (6). Sin embargo,
en la practica clinica todos estos factores son dificiles de objetivar mediante
métodos asequibles por lo que se cuenta como prueba diagnéstica la
medicién de la densidad mineral 6sea (DMO) mediante el uso de la
absorciometria de rayos X de energia dual (DXA). La valoracion del T-score
permite la toma de decisiones terapéuticas y la monitorizacion del

tratamiento a largo plazo (6,2). No obstante, se dispone ademas, de otras




pruebas que complementan su informacién, como los marcadores de
remodelado 6éseo, que permiten dar informacion sobre aspectos
relacionados con la calidad del hueso y son empleados en el seguimiento a
corto plazo en la terapia antiosteoporética (11). Entre los mas reconocidos
de formacién désea se tiene la osteocalcina y la fostatasa alcalina hueso
especifica (BSAP),siendo el segundo de mayor especificidad, medible en
suero y sus niveles no se alteran con la dieta (11,6).Los de resorciéon 6sea
son diversos, entre ellos se tiene a los obtenidos a partir del suero como la
fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP); los que se miden en el suero y
orina como los telopéptidos aminoterminal del colageno tipo | (NTX) vy
telopéptidos carboxilo terminal del colageno tipo | (CTX) -recomendado para
el seguimiento clinico; y aquellos obtenido solamente en la orina como la
hidroxiprolina y la desoxipiridinolina, este ultima mas especifica, cuyas

concentraciones tampoco se afectan con la dieta (11,12).

La primera linea de tratamiento en osteoporosis la constituyen los
bifosfonatos con alta afinidad 6sea y potencia antiresortiva, tiene efectos
adversos como la intolerancia gastrointestinal (6,13), como otra alternativa
se tiene a los moduladores selectivos de los receptores de estrégenos
(SERM) que disminuyen el riesgo de fracturas vertebrales e incrementan la
DMO, aunque su uso aumenta el riesgo de trombosis venosa profunda, en
semejanza a la terapia de remplazo hormonal (TRH) con estrogenos quienes
disminuyen la resorcion ésea y aumentan la DMO pero se asocian al
aumento en el riesgo de padecer cancer de mama, enfermedades coronaria,
enfermedad cerebrovascular y otros eventos tromboembélicos (3,13). Por
otra parte, la calcitonina tiene relativa actividad sobre la densidad mineral
Osea y débil eficacia contra las fracturas, ademas se ha relacionado su uso
intranasal con la apariciéon de tumores por lo que la Food and Drug
Administration (FDA) ha eliminado su uso (3,6). Para contrarrestar estos
efectos adversos se emplean medidas preventivas primarias como la dieta y
la actividad fisica enfocadas en mejorar la calidad de vida y disminuir el

impacto socioeconémico (6,13). Se cuentan ademas con terapias




alternativas entre ellas la fitoterapia, que evitan estos efectos adversos (14).

Existe un creciente interés en la utilizacién de productos de origen natural;
por ello, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece en su
estrategia sobre la Medicina Tradicional 2014-2023 aumentar la base de
evidencia haciendo énfasis su aislamiento y estudio de los componentes que
se emplean de manera ancestral mediante el acceso a la poblacion de
manera segura, respetuosa, asequible y efectiva. (14). De nuestro herbario
andino se emplea desde la época preincaica la raiz tuberosa de Lepidium
meyenii (maca) (15,16), cuyas propiedades se encuentran relacionadas con
mejoras en la funcién sexual y reproductiva, la memoria, ansiedad y
depresion, como energizante, reduciendo la hiperplasia prostatica y
ostoporosis inducida experimentalmente (16).

La maca pertenece a la familia Brassicaceae y crece en los andes centrales
del Peru por encima de los 4000 metros de altitud, donde se cultiva hace
mas de 2000 afios y se han descrito 5 variedades (roja, negra, blanca,
morada y amarilla) (16), siendo el color amarillo mas consumido vy
comercializado por los campesinos (15). Este nutracéutico no ejerce efecto
toxico a dosis usuales, que en los nativos andinos equivalen a 1.4 g/kg (17).
Su dosis letal media (DL50) supera los 15g/Kg de extracto acuoso en

ratones por via oral e intraperitoneal (18).

El efecto de la ovariectomia en el metabolismo 6seo en ratas ha sido
probado como un buen modelo para la osteoporosis en la que es posible
medir la densidad mineral ésea (19). Donde el mayor compromiso de
resorcidbn O0sea a corto plazo se da en las zonas de hueso trabecular o

esponjoso de las vértebras lumbares y el fémur. (20,21).

Zhang y col. (22) realizaron un estudio experimental en ratas
ovariectomizadas tratadas con extracto etandlico de maca a dosis orales de
0,096 y 0,24 g de extracto/Kg de peso corporal durante 28 semanas y se
encontré que la mayor dosis prevenia la pérdida 6sea en parametros de




DMO, histopatoldgicos y bioquimicos. Gonzales y col. (23) investigaron el
efecto del extracto hidroalcohdlico de las tres variedades conocidas:
amarilla, roja y negra sobre la estructura ésea en ratas ovarectomizadas.
Determinando que tanto la maca roja como la negra, pero no la amarilla,
tienen efecto sobre la osteoporosis similar al estradiol (23). Ninguno de los
tratamientos con las tres variedades de maca, a diferencia del estradiol,
incrementa el peso uterino, lo que sugiere un efecto no dependiente de

estrégeno; similar a lo reportado por el mismo autor (23,24).

La maca presenta en su composicién quimica metabolitos primarios; como
carbohidratos (55 a 60%), proteinas (10 a 12%), fibra (8 a 9%) y lipidos (2 a
3%) (25). Y metabolitos secundarios; como el acido linolénico y otro acidos
grasos polinsaturados (macaenos) y sus correspondientes macamidas
(formadas al reaccionar con un grupo amida), glucosinolatos, alcaloides
denominados comunmente macainas, esteroles, acidos grasos insaturados,
polifenoles, y un alto contenido de aminoacidos esenciales, también
presenta minerales (gran contenido porcentual de calcio (207.9mg%) y
fosforo (328.10 mg%) y otros metabolitos (26,27,28). Los alcaloides
imidazolicos de la maca se denominan lepidilinas de las que se conocia Ay
B: cloruro de 1,3-dibenzyl-4,5-dimetilimidazolio y cloruro de 1,3-dibenzil-
2,4,5-trimetilimidazolio  respectivamente) (25,29), recientemente se
identificaron las fracciones lepidilina C y D (cloruro de 3-benzil-1-(3-
metoxibenzil)4,5-dimetilimidazolio y cloruro de 3-benzi-1-(3-metoxibenzil)-
2,4,5 trimetilimidazolium respectivamente) (30).

Los extractos hidroalcohdlicos utilizados por Zhang y Gonzales (22, 23)
contienen metabolitos secundarios como esteroles, flavonoides, acidos
grasos, vitaminas y alcaloides. En este tipo de extracto es dificil determinar
un agente especifico y por tanto un posible mecanismo de accion que

explique sus propiedades bioldgicas.

La fraccion alcaloidal, derivada de aminoé&cidos, tiene gran importancia

econdmica porque son biolégicamente activos y ejercen actividad




farmacoldgica (18) Se conoce el efecto antiosteoporético de otros alcaloides
como la berberina (alcaloide isoquinolinico aislado de Hydratis canadensis L.
y Arcagelisia flora) en el modelo inducido para osteoporosis senil en ratones
(31). Asi como los efectos antiresortivos del alcaloide norzoanthamina,
aislada del organismo marino Zoanthusgenus, que inhibe la interleucina-6,

mediador de la resorcién 6sea (32).

Existe mucho interés en el campo cientifico por conocer si el consumo de la
maca puede promover el incremento positivo en el estado de salud de un
individuo que padece enfermedades crénicas como la osteoporosis, la
busqueda de los principio activos en las raices de Lepidium meyenii Walp
que permitan frenar, prevenir, contrarrestar el progreso de esta enfermedad
ha sido objeto de dos estudios (Zhang,Gonzales,) En la revision de las
propiedades bioldgicas de la maca realizado por Gonzales y col. (16)
sugieren realizar investigaciones con la fraccion alcaloidal para conocer su

actividad biolégica y posible toxicidad.

Por lo expuesto, el presente estudio busca evaluar el efecto
antiosteoporoético del extracto alcaloidal del ecotipo amarillo, variedad con
mayor produccion agricola (80 %) y consumo humano (19).




Il. ENUNCIADO DEL PROBLEMA CIENTIFICO

¢ Tiene el extracto alcaloidal de Lepidium meyenii ecotipo amarillo un efecto

protector sobre la osteoporosis en ratas ovariectomizadas?

. HIPOTESIS

El extracto alcaloidal de Lepidium meyenii ecotipo amarillo tiene efecto
protector sobre la osteoporosis inducida por ovarectomizacién en ratas
hembras Sprague Dawley.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Demostrar el efecto protector del extracto alcaloidal de Lepidium meyenii

ecotipo amarillo sobre la osteoporosis inducida en ratas ovariectomizadas.

4.2 Objetivos especificos

* Determinar el grado de mineralizacion del hueso después del tratamiento

mediante el examen de densitometria mineral 6sea.

* Determinar los cambios en la arquitectura del tejido éseo trabecular

mediante estudio histomorfométrico.

» Demostrar la variacion de los marcadores bioquimicos de resorcion y

formacion 6sea en las ratas después del experimento.




Figura N° 1. Flujograma de la fase experimental
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V. METODOLOGIA

5.1 Diseno del estudio

Estudio analitico, aleatorizado y experimental incompleto, realizado en el ano
2015 en el Instituto de Patologia de la Facultad de Medicina de San
Fernando de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

5.2 Variables

Variable independiente:

Solucién de extracto alcaloidal de Lepidium meyenii, ecotipo amarillo.

Variable dependiente:
Osteoporosis




Cuadro N° 1 .Operacionalizacién de variables

D f- - - 7 D f- - - Forma
efinicion efinicion
Variable . Dimension Tipo Instrumento de Indicador
conceptual operacional Escala diclén
me
Extracto Producto de o
. consistencia Dilucién de la Valores
alcaloidal de semisélida fase semisélida numeéricos
Lepidium obtenido por del extracto con expresados
extraccion acido solucién o en
meyeni basica con n- surfactante Fitoquimica Cuantitativa Razén Balanza Directa | miligramos
e , continua analitica
Walp. hexano y hidrofilico (twin _ por
, cloroformo a 80) y agua kilogramo
Ecotipo partir de harina bidestilada (mg/Kg)
amarillo de maca, ecotipo

amarillo.
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Cuadro 1 .Operacionalizacion de variables (continuacion)

C Forma
. Definicidon . ‘. s . . .
Variable Dimension Definicion operacional Tipo Escala | Instrumento de Indicador
conceptual .
medicion
Cantidad de
. . . . . mineral depositado
Densidad Cantidad de mineral 6seo Densitometro . P .
. . P por unidad de area
mineral 6sea por cm
en los huesos
expresado en cm?
Disminucion de la ) . Grosor de matriz
| Grosor de trabéculas éseas 6302 orgdnica de
m . p . .
it asg osea:jy | Histomorfometria del hueso trabecular del Microscopia las trabéculas
racion . o
a .e acio (_:‘ts te a Osea cuerpo vertebral lumbar y Cuantitat Optica expresada en
.| microarquitectura - uantitativa 3 .
Osteoporosis FQuIte epifis de femur . Razén Directa .
del tejido 6seo, continua micras (um)
gque increment 2 Cantidad de
ragili fi .
agd fa 3{{ €sgo sustancias del
ractur . - . . ,
€ Iraclura Niveles séricos de fosfatasa Equipos y metablismo 6seo
Marcadores alcalina, osteocalcina, reactivos de en la sangre por
bioquimicos de | telopéptidosaminoterminales laboratorio unidad de suero,
remodelado 6seo del colageno (NTX), para analisis expresada en
estradiol, Ca, P de sangre nmol/ml, pg/ml,

mg/dl, mg/d|
respectivamente
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5.3 Materiales

Material biolégico

El estudio se realizé con 50 ratas hembra albina de la especie Ratus
norvegicus de la variedad Sprague Dawley (SD) de 12-14 semanas, con
peso promedio de 200-250 g procedentes del laboratorio de Fisiologia
Comparada de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID)
“Abraham Vaisberg Wolach” Universidad Cayetano Heredia (UPCH), Lima-
Perd, (Ver Anexo 1).

Los especimenes se mantuvieron cada uno en una jaula a temperatura
ambiental de 22 + 2 °C, con uso de calefactor durante los meses de invierno
y ciclo luz/oscuridad de doce horas. Se les alimenté con dieta balanceada
(ratina®) adquirida de la Universidad Agraria de la Molina (UNALM), y agua
ad libitum durante todo el experimento (22,23).

Equipos de laboratorio

-Mesa de diseccién

- Equipo de diseccién

- Calefactor eléctrico halégeno 800W (barras de cuarzo) Recco ®

- Rotaevaporador Boeco® RV0 400 SD

- Microscopio Nikon Eclipse E 200 LED

- Camara digital NikonSight DS-Fei

- Equipo de absorciometria dual de rayos X marca HOLOGIC®, modelo
Discovery Wi, version 2000 Plus del Instituto de Radiologia “Oscar Soto

A.”(Departamento de Rayos X) del Hospital Arzobispo Loayza.
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Material de laboratorio

- Jaulas metélicas para roedores de 30 x 20 x 15 cm®de acero galvanizado
- Sondas orogastricas para rata

- Pipeta Pasteur (0.2ml)

- Embudo Buchner

- Papel filtro N° 40

Material farmacoldgico y reactivos

- Solucién de valerato de estradiol

- Ketaminaclorhidrato (Ket-A-100® - Agrovet Market)

- Xilazina clorhidrato (Dormi-XyI® 2 - AgrovetMarket)

- Benzilpenicilina procainica/sulfato e dihidroestreptomicina (200 000 Ul/ 200
mg) (Pen DuaStrep ®- Alfasan)

- Fijador spray M-FIX ® 1.03981.0102 para citodiagnéstico
- Bateria coloracién Papanicolau

- Bateria coloracion hematoxilina-eosina

- Suero fisiolégico NaCl 0.9%

- Twin 80 (surfactante hidrofilico)

- Solucién antiséptica yodada 10% (Yovisol ®)

- Eter dietilico

- Parafina

- Formol neutro

- Agua bidestilada

Materia prima vegetal

Los tubérculos (hipocétilo) de Lepidium meyenii, ecotipo amarillo,
provenientes del centro poblado rural de Quilcachaca (Jorge Chavez), 4130
msnm, del Distrito de Carhuamayo, en la provincia Junin, departamento

Junin. Proporcionados por la Dra. Blga. Gloria Chacén de Popovici.
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Material fitoquimico

Extracto alcaloidal del tubérculo de Lepidium meyenii ecotipo amarillo cuya
elaboracion se realizd en las instalaciones del laboratorio de Quimica
Organica de la Facultad de Quimica de la UNMSM.

5.4 Meétodos

Analisis estadistico

Los datos se presentardn como media = S.D. utilizando el programa SPSS
version 12.0. Los valores p menores que 0.05 seran considerados
satisfactoriamente significantes. Para el analisis de los datos obtenidos en la
densitometria ésea se utilizé la prueba de t-student, mientras que para el
procesamiento de datos encontrados en la histomorfometria el analisis de
varianza (ANOVA).

Se aplic6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar la distribucion
normal de los datos, luego se aplicé la prueba de Levene para determinar si
las varianzas son homogéneas para las variables estudiadas. Para las
variables cuyas varianzas fueron homogéneas se utiliz6 directamente el
ANOVA vy la prueba post hoc de Tukey, si las variables en estudio
presentaron varianzas heterogéneas el ANOVA fue acompanado del
estadistico post hoc C de Dunnet ya que es el mas conservador y parecido a
la prueba de Tukey que so6lo modifica los grados de libertad, de esta forma
nos aseguramos que la tasa de error estadistico sea controlada con mayor

eficacia. Los datos son mostrados como media * la desviacion estandar.
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Consideraciones éticas

Los animales de experimentacién fueron mantenidos en condiciones
ambientales requeridas para este tipo de investigacidon, siguiendo los
Principios Internacionales para la Investigacion Biomédica del Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) en sus
consideraciones para aminorar el estrés, dolor, y los cuidados asociados a la
cirugia (33 ,34). Se actud bajo el marco la Ley de proteccidén a los animales
domésticos y silvestres mantenidos en cautiverio (35) manteniendo los
principios, descritos por Russel y Burch de remplazar, reducir y refinar. Para
el sacrificio de los especimenes se siguieron los lineamientos de la

Asociacion Médica Veterinaria Americana (AVMA) (36).

5.5 Fase experimental

Elaboracion del extracto alcaloide de Lepidium meyenii

Desecacion del material botanico: Se emplearon los tubérculos de
Lepidium meyenii, ecotipo amarillo, 20 Kg en total, en dos preparaciones, la
primera de 12 kg y la segunda con 8 Kg. Se lavaron los tubérculos con una
solucion diluida de lejia, se cortaron en laminas y fueron desecadas en una
estufa, entre 37 y 40°C durante 72 horas. Luego se procedié a la molienda y
tamizado, hasta obtener un polvo fino que fue conservado en un recipiente
plastico sellados herméticamente, hasta antes de su uso para la preparacion

del extracto alcaloidal (Ver anexo 2, Fig. 2).

Extraccion: A continuacion 5 Kg de harina de maca se maceraron en 10 L
de metanol quimicamente puro por 10 dias aproximadamente, mezclando

diariamente durante 5 minutos (Anexo 2, fig.3-5).

Luego de la maceracion se filtr6 al vacio usando el embudo Buchner y papel
filtro N® 40 (Anexo 2, fig.3). El extracto metanolico filtrado se concentrdé en un
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rotaevaporador (Boeco® RV0 400 SD) hasta obtener un cuarto del volumen
total (Anexo 2, fig. 5).

Se trasvasd el extracto a un vaso de precipitado de 500 ml y se acidificé con
HCI 10 % hasta obtener pH 5. Luego en una pera de decantacion se realizé
tres extracciones (lavados) con hexano (primer lavado con 300ml, el
segundo y tercer lavado con 100 ml) (Anexo 3, fig.6-8). Se agité fuertemente
un par de minutos para mezclar y hacer una buena extraccion de sustancias
que tengan afinidad con el hexano. Luego se dej6 reposar hasta hacer una
buena separacién de las fases, se descartd la fase organica en la parte
superior (Anexo 2, fig.9) y se mantuvo la solucion metandlica en la parte

inferior.

A la solucién metandlica se agrega aproximadamente 90 mL de hidréxido de
amonio concentrado hasta obtener pH 9-10. Luego en una pera de
decantacion se realiz6 la extraccidbn del alcaloide, realizandose tres
extracciones sucesivas con cloroformo (primera extraccion con 300 ml
segunda y tercera con 200 ml). Se agité fuertemente y se dej6 separar la
fase clorofémica que contiene los compuestos de alcaloide. Por ultimo, se
concentrd en el rotaevaporador para eliminar todo el cloroformo, quedando

en masa melosa de color marron oscuro (Anexo 2, fig. 10-12).

En este proceso se obtuvieron 2.8 g de extracto alcaloidal por Kg de maca

pulverizada.

Deteccion de alcaloides: Se realizaron pruebas cualitativas para verificar la
presencia de alcaloides como la Dragendorf, Wagner y Mayer (Cuadro 2,
anexo 2, fig.13). Para identificar la presencia de alcaloides presentes en el
extracto se realiz6 cromatografia en capa fina (marcha fitoquimica) y circular

(papel Watman).
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Cuadro N° 2. Reacciones para verificar la presencia de alcaloides en el
extracto del ecotipo amarillo de Lepidium meyenii

Reacciones de coloracion y

precipitacion del extracto alcaloidal de Resultados

Lepidium meyenii Maca. Reactivos

Reaccion de Dragendorff Precipitado naranja oscuro
abundante:  Presencia de
alcaloides.

Reaccion de Wagner Precipitado marron o café
abundante:  Presencia de

alcaloides

Reaccién de Mayer Precipitado  amarillo  claro
abundante:  Presencia de

alcaloides

Periodo de adaptacion de los animales de experimentacion

Una vez adquiridas, las ratas fueron colocadas en jaulas individuales,
alimentadas con comida balanceada (ratina ®) y agua ad libitum durante dos

semanas hasta ser operadas.

Aleatorizacion

Se llevé a cabo una aleatorizacién simple mediante tabla de numeros
aleatorios. Se distribuyeron las ratas de la siguiente manera: De los 50
especimenes, 40 fueron ovarectomizadas y 10 sometidas solo a la
exposicién del estrés operatorio (sham), las cuales recibieron suero
fisioldgico (NaCl 0.9%) por via orogastrica (OG) durante la fase

experimental.
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Las ratas ovariectomizadas se distribuyeron en cuatro grupos de 10 cada
uno los cuales se designaron como grupo control, el cual simulé los efectos
de la osteoporosis sin recibir tratamiento protector, solamente suero
fisioldgico via OG. El siguiente grupo recibié B-estradiol (40ug/Kg), los otros
dos grupos recibieron extracto alcaloidal a dosis de 75mg/k y 100mg/k
respectivamente. Los animales recibieron el tratamiento respectivo de forma
ininterrumpida durante 8 semanas después de tres meses de ser

ovariectomizadas. (Cuadro 3).

Cuadro N° 3. Distribucion de grupos y dosis respectivas.

Via
Grupo Ll o0sie]
G-1 Blanco Sham NaCl 9% Oral 1 mi
G-2 Control ovarectomizacion NaCl 9% Oral 1ml
N . 40
G-3 Experimento  ovarectomizacion estradiol Oral
ug/Kg
. L Extracto
G-4 Experimento ovarectomizacion _ Oral  75mg/k
alcaloide
. L Extracto
G-5 Experimento  ovarectomizacion . oral 100mg/k
alcaloide

Una vez situados cada espécimen en su jaula se designé un numero arabigo
colocado con el antisépticovioleta de metilo (violeta de genciana) en la cola,
el mismo numero se encontraba en una parte visible de la base de la jaula

para su correcta identificacion.
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Técnica de Ovariectomia (OVX) en ratas albinas

Se design6 aleatoriamente 40 ratas para la Ovariectomia. Tuvieron un
periodo previo de ayuno de 8 horas, fueron anestesiados mediante inyeccion
intraperitoneal con ketamina 40mg/kg y 10g/kg de xilazina (37), con inicio del
efecto sedante aproximadamente a los 10 minutos el cual se mantuvo de 1-2
horas. Se realizd la técnica operatoria minimamente invasiva descrita por
Khajuria y cols. (37). Una vez anestesiado el animal a intervenir, se rasura la
region ventral y se limpia con solucién yodada, se realiza una incisién
mediana transversa de 0.5 cm en el hemiabdomen inferior por la que se
accede a la cavidad abdominal, en la cual se ubican las trompas uterinas. Se
localizaron los ovarios por continuidad, los que se extrajeron en su totalidad,
se realiza hemostasia por ligadura de las arterias ovaricas con sutura

absorbible, luego se cierra la cavidad con sutura discontinua en dos planos.

Después de la operacion se les administr6 una dosis de
penicilina/estreptomicina 200 000UI/200 mg (2mg/Kg) intramuscular STAT
manera profilactica (23). Se siguié con las pautas dadas por las Guias del
Comité Asesor para investigacion animal para roedores post operados (33).

Técnica de colpocitologla (frotis vaginal) en ratas

Después de 4 semanas de realizada la intervencion quirirgica se realiz6 el
frotis vaginal para evaluar la repercusién de la ovariectomizacién en las
fases del ciclo estral, mediante la observacion al fresco al microscopio 6ptico

de las caracteristicas de las células del epitelio vaginal.

Se obtuvo una muestra de la secrecién vaginal mediante la introduccion de
la punta de una pipeta Pasteur con bordes romos de 0.1 ml de solucién
fisioldgica (NaCl 0.9%) en la cavidad vaginal de la rata. Se aspir6 el
contenido con una pipeta descartable. Se vertié el contenido sobre un
portaobjeto limpio y desengrasado, se distribuyd uniformemente mediante
frotis y se observd en el microscopio de luz y con contraste de fases a 400
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aumentos (38). Se aplicé fijador en spray M-FIX® para su preservacion

Previo al sacrificio se realizd nuevamente frotis para apreciar si hubo
cambios en el epitelio vaginal por efecto estrogénico. Se obtuvieron las

muestras de igual manera, se fijaron y se les realizé tincién papanicolau.

Densitometria osea

Los especimenes fueron anestesiados previamente para su adecuada
inmovilizacién con una mezcla de ketamina (40 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg)
(23), administrada por via intraperitoneal. Se calibré al equipo de

densitometria con una intensidad de 300 mA y una ventana de 1.7-3.3 mm.

Se posicionaron a los animales con el vientre hacia abajo, con las

extremidades inferiores abducidas 60°. (Anexo 3).

Para la obtencion de la DMO se emple6 el equipo de absorciometria dual de
rayos X (DXA) HOLOGIC® QDR-2000, que incorpora el software Discovery
DXA System, las mediciones fueron realizadas usando el modo de alta
resolucidn regional para pequenos animales que incluyen a ratas, gatos y
conejos debido su baja densidad ésea (39), seleccionandose un area de 65
x 20 mm®. Se empled un detector colimador de una sola hendidura en el
generador de rayos X.

Analisis bioquimicos: toma de muestras para laboratorio

Se realizaron pruebas bioquimicas para medir los marcadores bioquimicos
de remodelado éseo. Los de formacion ésea como la fosfatasa alcalina total
y la osteocalcina, y los de resorcion como el telopéptido amino-terminal del
colageno tipo | (NTX). Otra investigacion determiné algunos de estas
pruebas bioquimicas en ratas Sprague Dawley (40). Se midié ademas los
valores de calcio (Ca) y fosforo (P) sérico.
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Para la extraccidbn de las muestras de sangre se anestesié a las ratas
mediante inhalacibn de vapor de éter dietilico. Se realizé puncién
intracardiaca con el objetivo de extraer 3 ml de sangre por animal. Dicho
contenido se mantuvo en tubos heparinizados, los que fueron refrigerados
hasta su procesamiento en el Laboratorio de Analisis Clinico del Instituto de

Investigaciones de la UNMSM del Hospital Nacional 2 de mayo (Anexo 5).

Sacrificio

Con el fin de aminorar el sufrimiento en los animales de experimentacion
durante el sacrificio, se anestesié a las ratas con vapor de éter etilico. Una
vez inducido el plano anestésico 1 6 2, donde no se evidenciaban
movimientos involuntarios, se llevé a cabo el procedimiento descrito en la
Guias de Eutanasia de La Sociedad Americana de Medicina Veterinaria
(AVMA) (36). Se mantiene como punto fijo la porcidn cervical y en angulo de
30° se procede con el desnucamiento, el cual va precedido muchas veces de
un sonido caracteristico, que indica que el procedimiento se llevd a cabo con

éxito.

Estudio morfométrico: Preparacion y lectura de laminas

Las vértebras lumbares (LV2 y LV3) y el fémur derecho fueron fijados en
formol neutro por 24 horas, luego descalcificado con una solucion de &cido
férmico al 15% por 5 dias y posteriormente procesadas para su inclusién en
blogues de parafina, los que fueron cortados a S5um en un micrétomo, los

cortes fueron coloreados con hematoxilina-eosina.

El analisis histologico y la morfométrico fueron realizados por la captura de
imagenes con una camara digital NikonSight DS-Fei acoplada a un
microscopio Nikon Eclipse E 200 LED y analizadas con el software
suministrado por el fabricante de la misma en la pantalla de la Unidad de
control DS-L3 Nikon. Para cada animal se hicieron 60 mediciones en cortes
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de las trabéculas encontradas en el cuerpo de la segunda vértebra lumbar y
la cabeza del fémur. Las mediciones y las fotografias fueron obtenidas a
100X y la unidad de medida fue la micra.

VI. RESULTADOS

La extraccion del extracto alcaloidal (EA) del ecotipo amarillo del Lepidium
meyenii tuvo un rendimiento de 0.288 el que se obtuvo con la siguiente

formula:

Peso final 2.88 g

0 - = 0.288
Peso inicial 1000 g

% EA =

La deteccion de alcaloides dio positivo a los diferentes reactivos: Dragendorf,
Wagner y Mayer (Anexo 3, fig 13). En la cromatografia de capa fina de la
muestra sin acidificar, se observan los 4 alcaloides: macainas 1, 2, 3 y 4

reportadas por la Dra. Chacon (25)

Para la cromatografia en capa fina se utilizaron cromatofolios de silicagel de
1.8 x 10 cm, se trabajé con la muestra del extracto de Maca (sin acidificar)
disuelto en cloroformo, la mezcla como fase mévil fue cloroformo: metanol:
amoniaco (2:0.125:0.02), para el revelado de las placas se usaron diferentes

reactivos tales como: Dragendorff - solucion de Kl y Wagner.
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Figura 14.- Cromatografia en capa fina. lzquierda: separacion de

componentes. Derecha: puntos de separacién

Los puntos de separacion no se aprecian nitidamente, luego de agregar el
reactivo de Dragendorff se aprecia algunos puntos. Para dar mayor color y
nitidez a los puntos de separacion, se sumerge el revelado en soluciéon de

yoduro de potasio (Figura 15).
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Figura 15. Revelado con solucion de Dragendorff- solucién de ioduro de
potasio (Kl). Izquierda: separacion de componentes. Derecha: puntos de

separacion.

Las placas reveladas con reactivo Dragendorff — solucién de yoduro de
potasio muestran 5 puntos de separacién de los cuales los puntos 1, 3, 4, 5
(posibles macainas) son mayoritarios y los valores de Rf para los puntos
fueron: Rf (1)=0.886, Rf(2)=0.914, Rf(3)=0.871, Rf(4)=0.714, Rf(5)=0.314.

Para realizar descarte de falso positivo para alcaloide se realizd
adicionalmente la identificacion con reactivo de Wagner en placa de silicagel.
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Figura 16. Revelado con reactivo de Wagner. Izquierda: separacicon de

componentes. Derecha: revelado con reactivo de Wagner

Las placas reveladas con el reactivo Wagner muestran 10 puntos de
separacion, los puntos 1, 3, 7 y 9 son mayoritarios. Este reactivo revela la
presencia de otros alcaloides presentes en el extracto de la maca que no
son visibles con el reactivo de Dragendorff.

Durante el periodo de adaptacion, de 60 animales que se adquirieron,
murieron 10 ratas, a las cuales se les realizd necropsias para conocer la
causa de su deceso, encontrandose a la macroscopia, pulmones
congestivos con abcesos localizados, hiperemia a nivel hepatico y renal. Por
lo que se colocd estufas durante la noche para mantener la temperatura
ambiental a 22°C como promedio.

En este periodo se prepard el extracto alcaloidal de Lepidium meyenii y el
equipo de trabajo recibié la instruccidbn de la técnica operatoria de la

ovarectomizacion.
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Durante la técnica de ovarectomizacidon la combinacion anestésica de
ketamina 40mg/kg y 10g/kg de xilazina indujo un plano quirargico éptimo
(plano 2). El tiempo de duracién de la anestesia fue en promedio de 40
minutos y el de recuperacion fue de 4-6 horas aproximadamente. Se
registraron 2 muertes en el post operatorio inmediato. No se registraron
decesos en el grupo sham.

Se monitorizaron los pesos corporales antes de la ovarectomizacion, y
previo al sacrificio. Al finalizar el tratamiento, todos los animales ganaron
peso, En el grupo de sham se tuvo una variacién significativamente menor al
resto de los tratamientos (peso final de 222,44 + 23,79 g vs. 244,13 £ 19,15
g del control) mientras que el tratamiento Maca Il (252,35 + 9,72 g) se
mantuvo con valores similares a los presentados por el grupo estrogeno
(248,06 = 11,02) y el control (244,13 = 19,15) (Cuadro N° 4 y Figura N° 17).

Cuadro N° 4: Valores del peso corporal inicial (PCi), final (PCf) y del utero
(P. utero) para los diferentes grupos de tratamiento.

Grupo PCi PCf P. utero

Control 209,75+ 11,06 24413 +19,15° 0,0870 =0,028°
Sham 196,75 £ 18,79 222,44 + 23,79 0,4887 + 0,239*
Estréogeno 204,05 +11,84 248,06 +11,02° 0,1480 +0,108°
Macal l 203,95 + 16,50 241,45 +6,76 0,0870 +0,015°
Maca 211,10 £ 9,50 252,35 £ 9,72° 0,0880 = 0,021°

* Diferencias

significativas frente al Control, para un valor p<0,05. °

Diferencias significativas frente al tratamiento Sham, para un valor p<0,05.
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Figura N° 17: Promedio de los pesos corporales iniciales y finales. Para los
diferentes grupos de tratamiento, se observé diferencias significativas en los
pesos corporales finales. * Diferencias significativas frente al control, para un
valor p<0,05. ° Diferencias significativas frente al tratamiento sham, para un
valor p<0,05.

Cuando se realizé la diseccién de los animales del grupo control, y aprecié
macroscopicamente gran atrofia del cuerpo y trompas uterinas en
comparacién con el grupo sham (Figura 18). Esta diferencia se vio reflejada
en los valores peso del utero. En el grupo Sham (0,4887 + 0,239 g) fue
significativamente superior al del grupo control (0,0870 + 0,028 g), el grupo
maca | (0,0870 = 0,015 g), maca Il (0,0880 % 0,021 g) y al grupo tratado con
estradiol; el cual presentaba una diferencia significativa respecto al grupo
control (Cuadro N° 4 y Figura N° 19).
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Figura N° 18: Comparacién macroscdpica entre Utero del grupo sham
(izquierda) vs control (derecha). Se sefala con una fecha el fondo uterino.

1 00=

i l
2
2
i
-
o
w
a »

A= —_—

o
o
20 o o
oo T T T T T
Cosbrgd Thawm Estrigena Maca | Maco i

Grupo de tratamiento

Figura N° 19: Peso de los Uteros de los animales sometidos a los diferentes
tratamientos. * Diferencias significativas frente al control, para un valor
p<0,05. ° Diferencias significativas frente al tratamiento sham, para un valor

p<0,05.
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En la observacion de la citologia del frotis vaginal de las ratas
ovariectomizadas previo al tratamiento, se corrobord la fase diestro
(anestrogénica) en todos los animales (Figura 20). En algunos frotices se
apreciaron células parabasales y planas (3/38). Se compararon con las
muestras de frotis vaginal del grupo sham, en las que se aprecia el
predominio de células metaestro, las cuales indican actividad estrogénica en
dicho epitelio.

Figura 20. Citologia del epitelio vaginal de ratas ovarectomizadas vs sham.
Tincion en fresco con contraste de fases. Aumento: 400 x. A la izquierda se
observa frotis correspondiente a rata del grupo control en diestro con
abundante presencia de leucocitos (flecha delgada). A la derecha del grupo
sham en fase metaestro con gran presencia de células epiteliales (flecha)

Durante el periodo de tratamiento se hizo la canulacion via orogastrica de
los animales acuerdo con la dosis correspondiente (Cuadro 3). No se
registraron pérdidas durante este periodo.

Al finalizar el tratamiento se realizaron los frotices vaginales luego de
culminado el tratamiento, que fueron coloreados con tincion papanicolau. No
se aprecio efecto estrogénico en el epitelio vaginal. Los frotices mostraban
predominio de leucocitos, detritus y células correspondientes a la etapa de
diestro (Figura 21).
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Figura 21. Citologia del epitelio vaginal de ratas después del tratamiento.

Tinciéon papanicolau. Aumento: 400 x. A la izquierda citologia del grupo
sham, con presencia de células superficiales (flecha) e intermedias (flecha
discontinua). A la derecha, grupo control con abundante presencia de
leucocitos (flecha delgada). No se aprecié diferencias significativas en los
grupos ovarectomizados.

En la medicién de la densidad mineral 6sea (DMO) de la columna no se
evidencié diferencia significativa en sus valores. Sin embargo, en el fémur se
observé una reduccidon significativa en el grupo Maca Il (0,221 £ 0,016)
frente a lo observado en el grupo sham (0,251 + 0,015), (Cuadro N° 5, figura
N° 22, Anexo 4).
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Cuadro N° 5: Valores de la densitometria ésea (DMO) de la columna (C) y

del fémur (F).

Grupo DMO C DMO F
Control
Sham 0,302 +£0,018 | 0,251 + 0,015
Estréogeno | 0,296 +0,011 | 0,246 £ 0,013
Macal | 0,289 + 0,018 | 0,244 + 0,026
Macalll 0,311 £0,022 | 0,221 £0,016°

0,400

Densitometria ésea

Contral Shham

Estrogens
Grupo de tratamiento

Maza |

Macal

Db des Lo codumnag
D0 cled fidemur

Figura N° 22: Densitometria ésea de la columna y del fémur de los animales

de investigacion por grupo de tratamiento. ° Diferencias significativas frente

al tratamiento Sham.
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Los valores de los marcadores de formacion 6sea como la fosfatasa

alcalina se mantuvieron similares entre el grupo sham (136,33 £ 25,01 UI/L)

y el grupo maca Il (141,90 + 33,58Ul/L), estos valores fueron superiores a

los observados en el grupo control (128,88 + 36,01UI/L) y el grupo tratado

con estrégeno (121,00 £ 21,02UI/L); sin embargo, no preentaron diferencias

significativas (Cuadro N°6 y Figura N°23, Anexo 5).

Cuadro N°6: Valores de concentracién de la fosfatasa alcalina (FA), del

péptido N-terminal del colageno tipo | (NTX), de la osteocalcina y del

estradiol para los diferentes grupos de tratamiento.

Grupo

Control

FA
128,88 + 36,01

NTX
14,1713 £ 3,518

Osteocalcina ‘

33,625 + 11,414

Estradiol

48,813 + 11,971

Sham 136,33 +25,01 | 10,2350 +2,338 | 41,883 +7,826 | 39,117 +7,194

Estrogeno | 121,00 £21,02 | 13,5413 £4,473 | 33,240 +8,867 | 38,613 £ 20,257
Maca | 131,00 £ 27,71 | 13,4222 + 3,188 | 38,578 + 10,403 | 39,800 + 15,012
Maca ll 141,90 £ 33,58 | 12,7000 £ 3,109 | 32,552 + 7,537 | 50,940 £ 20,506
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Figura N° 23: Concentracion de la fosfatasa alcalina por grupo de
tratamiento.

Otro marcador de formacion 6sea es la osteocalcina, sin diferencias
significativas. Los grupos sham (41,883 + 7,826ng/ml) y maca | (38,578 *
10,403ng/ml) presentaron los valores mas elevados de concentracién de
esta proteina. Los grupos control (33,625 + 11,414ng/ml), maca Il (32,552 £
7,537ng/ml) y estrégeno (33,240 + 8,867ng/ml) tuvieron valores fueron
similares (Figura 24).

50,0

T
S
I

20,0

Concentracion de osteocalcina

10,0

T T T
Control Sham Estrdgeno Maca | Macall

Grupo de tratamiento

Figura N° 24: Concentracion de la osteocalcina por grupo de tratamiento
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El marcador de resorcion 6sea péptido amino-terminal del colageno tipo
I (NTX) no presenté variacion significativa en comparacion con los otros
grupos ovarectomizados: estrégeno (13,5413 + 4,473nmol/ml), maca |
(13,4222 + 3,188nmol/ml) y maca Il (12,7000 = 3,109nmol/ml). Sin embargo
resulta significativamente mayor en comparacién con el grupo sham
(10,2350 * 2,338nmol/ml).

20,00

o |
|

10,00 i

13,54

Concentracion del NTX

12,70
5,00 10,24

0,00

T T T T T
Contral Sham Estrogeno Maca | Maca Il

Grupo de tratamiento

Figura N° 25: Concentracién del péptido N-terminal del colageno tipo | por
grupo de tratamiento.

Los niveles de la hormona estradiol presente en el grupo tratado en Maca Il
(50,940 = 20,506) y el grupo control (48,813 + 11,971) fue similar y a la vez

superior a los grupos sham, estrégeno y maca | (Cuadro N° 6 y Figura N°
26).
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Figura N°26: Concentracion del estradiol por grupo de tratamiento.

Los niveles de calcio y fésforo se mantuvieron practicamente constantes

entre los diferentes grupos de tratamiento (Cuadro N° 7y Figura N° 27).

Cuadro N° 7: Valores de la concentracién de calcio (Ca) y fésforo (P) en los
animales de investigacion por grupo de tratamiento.

Grupo Ca | P |
Control 9,263 + 0,381 3,338 £ 0,501
Sham 8,850 £ 0,784 3,283 £ 0,512
Estréogeno 9,113 +0,712 3,750 £ 0,719
Maca | 8,933 +1,019 3,756 + 0,436
Macal ll 9,032 £ 0,739 3,780 + 0,559

35



M cailcio
H Fésforo

10,0

Concentracion de Calcio y Fosforo

Control Sham Estrogeno Macal Maca ll

Grupo de tratamiento

Figura N° 27: Concentracion del Calcio y Fésforo por grupo de tratamiento.

En la histopatologia se midieron comparativamente los grosores de las
trabéculas. A nivel del fémur el grosor entre el grupo de maca Il (58,030 +
4683) y sham (54,620 + 2,312) fueron similares y superiores al resto de
tratamientos y en las trabéculas de la segunda vértebra lumbar se aprecio
que los valores del grupo Maca Il (58,030 + 4683) y sham (54,620 + 2,312)
fueron significativamente superiores al resto de tratamientos, siendo el grupo
control el que mostrd el menor valor (47,570 + 2,564). (Cuadro N°8 y Figura
N° 26, 27 y 28).
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Cuadro N° 8: Valores del grosor de las trabéculas del fémur (F) y la segunda

vértebra lumbar (V).

Grupo Trabécula F Trabécula V

Control

60,681 £ 5,159

47,570 £ 2,564

Sham

68,440 * 8,152*

54,620 +2,312*

Estrogeno

62,766 * 5,624

51,589 + 4,137

Maca |

61,547 £ 6,093

55,097 * 2,464*

Maca ll

67,837 +13,99*

58,030 + 4683**

Diferencias significativas frente al Control. ° Diferencias significativas frente

al tratamiento Sham. ? Diferencias significativas frente al tratamiento con

Estrogeno, en los tres casos se considerd para un valor p<0,05.

80,00

Grosor de las trabéculas

Corirol Sham
Grupo de tratamiento

Estrageno Maca |

Trabecula del fémur
Trabécula de la vértebra
haniaar

Macall

Figura N° 28: Grosor de las trabéculas 6seas del fémur y de la segunda

vértebra lumbar de los animales de investigacion por grupo de tratamiento. *

Diferencias significativas frente al Control. # Diferencias significativas frente

al tratamiento con Estrégeno, en los tres casos se considerd para un valor

p<0,05.

37



Figura 29. Epifisis del fémur, rata, tincion: hematoxilina-eosina (HE).
Aumento: 400x. Obsérvese el grosor de las trabéculas A. sham, B. control
C. control (OVX) C. tratada con estrogeno D. tratada con extracto
alcaloidal 75 mg/k y E. Tratada con extracto alcaloidal 100mg/Kg. Se pone
algunas medidas como ejemplo
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Figura 30., HE, 400x. Cuerpo de la segunda vértebra lumbar, rata.
Observe el grosor de las trabéculas A. sham, B. control (OVX), C. Tratada
con estrégeno, D. tratada con extracto alcaloidal 45 mg/k y E. Tratada con
extracto alcaloidal 100mg/Kg. Se pone algunas medidas como ejemplo.
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio evalua el efecto del extracto alcaloidal de la maca
amarilla sobre la osteoporosis inducida por ovarectomia en ratas hembras
SpragueDawley, variedad escogida por ser la de mayor docilidad y facil
manejo, esta cepa procede de la variedad Wistar, primera en ser
desarrollada como modelo animal y en quienes se realizaron los primeros

estudios de osteoporosis. (20,21).

El rendimiento en la elaboracion del extracto alcaloidal de Lepidium
meyenii es bajo debido a que se debe secar y moler una gran cantidad de
materia prima (tubérculos de Lepidiummeyenii, ecotipo amarillo), esto se
espera en una extracciébn de alcaloides como ocurre en otras especies

vegetales, por lo que en la industria farmacéutica se prefiere la sintesis

Durante el periodo de adaptacion en el mes de junio estos animales
fallecieron posiblemente por afecciones respiratorias por los hallazgos
macroscopicos de las necropsias, aunque algunos especimenes no
mostraron una alteracién evidenciable por macroscopia. Los decesos
estuvieron propiciados por el descenso de la temperatura durante la noche y
madrugada y al mantenerlas aisladas en una jaula individual, evitando asi

poder darse calor mutuamente.

La ovariectomizacion constituye un modelo experimental sobre el que se
induce a un estado semejante a la menopausia en ratas maduras, provoca
un incremento de la tasa de remodelamiento sin la correspondiente
contrarregulacion dada por la actividad estrogénica (19). En este caso se
empled una técnica de acceso ventral, minimamente invasiva y con menor
tiempo operatorio que produjo una baja tasa de mortalidad (5%,) atribuidas a
una obstrucciéon y mal manejo de la via respiratoria en el post operatorio.

La observacion de las células del epitelio vaginal (frotis vaginal) permitié la
identificacién del estado anestrogénico (diestro) en las ratas post

ovariectomizadas mediante la visualizacion al fresco en el microscopio de luz
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y contraste de fases. Este método ampliamente aplicado se emplea por ser
relativamente sencillo y de bajo costo (39). Permiti6 comprobar la eficacia de

la induccién menopausica mediante ovariectomia.

Otra técnica que permite apreciar con mas detalle estos cambios es la de
papanicolau, en la cual se aprecian las caracteristicas del nucleo vy
citoplasma  (definicion del nudcleo, visualizacion del glucogeno
citoplasmatico). Se aplicé el papanicolau para la visualizacién del epitelio
vaginal posterior al tratamiento, sin embargo se aprecié una gran cantidad
de leucocitos y detritus propias de un epitelio atréfico que impidieron una
adecuada visualizacion de los tipos celulares, esto corrobora la ausencia de
efecto estrogénico del tratamiento con maca en el epitelio vaginal (41)

La administracion de los respectivos tratamientos por via orogastrica
mediante canulacion, constituyen la via de eleccion por tener similar
absorcién con la via oral la cual es la mas empleada en el tratamiento para
la osteoporosis. Sin embargo, en la practica clinica resulta dificil mantener la
adherencia a largo plazo, por lo que la via intramuscular (empleada en el
acido zolendrénico: 1 aplicacidn anual) constituye una mejor alternativa

debido a que las dosis son mas espaciadas. (3)

La variacidn en el peso corporal al finalizar el tratamiento tuvo una
diferencia significativa. Los animales del grupo control incrementaron su
peso con relacion a las del grupo sham, lo cual concuerda con el aumento
de tejido grado en ausencia de estrobgenos, este aumento no
necesariamente esta ligado a un incremento en la ingesta (42). Se ha
estudiado experimentalmente que en un tiempo mayor (12 semanas) ocurre
una disminucion significativa del peso en las ratas con dosis plena de terapia
de remplazo hormonal (43), lo que no concuerda con nuestros hallazgos
posiblemente por la dosis y tiempo de exposicidén del tratamiento estrogénco.
Sin embargo, hubo una leve disminucién no significativa del grupo maca |
respecto a los demas tratamientos.

La diferencia del peso uterino entre el grupo sham y las ratas
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ovarectomizadas se atribuye a la ausencia del efecto estrogénico en este
organo reproductor.El grupo estrégeno present6é un incremento significativo
frente al control, semejante a lo que ocurre al recibir estrdgenos como

terapia de remplazo hormonal (43)

Los marcadores de remodelamiento dseo constituyen los indicadores a en
la valoracion a corto plazo en el tratamiento antiresortivo (3,11). Después de
8 semanas de tratamiento se compararon los valores de los marcadores de
formacién ésea. Aunque no hubo diferencias significativas, el grupo maca |l
presenté los mayores valores de fosfatasa alcalina (FA). La osteocalcina
tampoco registrd diferencias significativas entre los grupos, el grupo sham,
sin embargo, tuvo mayor relativo. Estos hallazgos resultan contradictorios
con estudios previos (3,6) en los cuales durante el mismo lapso de tiempo se
evidenci6 que los controles presentan mayores valores de FA y osteoalcina
debido a un incremento de los procesos de formacion ésea subsecuente a la
resorcidn. Por ello se debe tener en cuenta el cambio significativo minimo de
cada marcador que es especifico y la variabilidad bioldgica. (3,6). En el
seguimiento clinico estos marcadores disminuyen entre los 2 y 3 meses de

tratamiento antiresortivo (3,11,12).

El marcador de resorcion dsea empleado fue el péptido amino-terminal
del colageno tipo | (NTX), el cual presentd un concordante aumento
significativo entre los grupos ovarectomizados frente al grupo sham (3),
siendo el grupo control el que presenté mayores valores. Se aprecié una
discreta disminucién en su valor en el grupo maca I, por lo que podria estar
ejerciendo un rol protector en la resorcién. En el seguimiento clinico, se
recomienda ademas dosar los niveles del telopéptido carboxilo-terminal del
colageno tipo | (CTX). Con un adecuado tratamiento antiresortivo, el nivel de
estos marcadores disminuyen en promedio entre 4 a 6 semanas desde su
inicio. El uso de los biomarcardores en el modelo animal se encuentra
limitado en comparacién con su uso en humanos debido a que la proteinas y
péptidos varian entre especies, al emplear reactivos de uso clinico resulta en
una pérdida de especificidad y sensibilidad de los resultados (3,11,12). Sin
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embargo, estos reactivos pueden ser modificados para su uso experimental.

Los niveles de estradiol no mostraron diferencias significativas. Sin
embargo, el grupo maca |l presentdé mayor un valor relativo. Contrario a lo
esperado donde se sefala que la administracién de estrogenos previene la
osteopenia y disminuye la resorciéon ésea en el modelo animal (43), el grupo
control tuvo mayores valores respecto al sham. Se ha probado que la maca
no ejerce un efecto que eleve directamente los niveles de estrégenos o

estimule su receptor (24).

Los niveles del fésforo y calcio se mantuvieron sin variaciones, semejante a
lo descrito por Zhang y col. Estos valores se estudiaron por encontrarse en
directa relacion con los procesos de resorcion 6sea activa (11); sin embargo,
no resultan especificos y pueden alterarse con otros procesos patoldgicos o
por la dieta. (11,20)

El uso de la absorciometria de rayos X de energia dual (DXA) ha sido
validado para evaluar la precisiéon y exactitud de la densidad mineral 6sea
(DMO) en ratas (38). Sin embargo, el uso del DXA estima del 60 a 70% de la
variacion de la fuerza 6sea en el modelo de estudio animal para la
osteoporosis (19).

A nivel de la segunda vértebra lumbar, los valores de DMO no presentaron
variacion significativa en los grupos tratados, aunque el grupo maca Il tuvo el
mayor valor total lo que podria sugerir un rol protector. No hubo diferencias
significativas entre el grupo sham versus el control, por lo que no se
evidenciaron los cambios provocados por la ovariectomizacién. Contrario a
lo descrito por Omi (20) donde se indujo una disminucion significativa de la
DMO en el grupo control durante un periodo de 6 meses, por lo que se
puede deducir que este resultado se atribuye al periodo relativamente corto
desde la ovariectomia (3 meses).

A nivel de fémur proximal se evidencié una reduccion significativa de la
DMO en el grupo tratado con mayor dosis de maca respecto al grupo sham,
lo que resulta contradictorio a lo esperado, dado que este grupo mantiene
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intacta su funcion estrogénica. Si bien se han hecho estudios donde se
evidencia que el metabolismo 6seo es medible a corto plazo en el cuello del
fémur, la ovariectomia no induce pérdida de masa 6sea en la epifisis de los
huesos largos, lugar donde hicimos nuestra medicion (19). El lugar preciso
para evidenciar cambios resortivos a corto plazo es la metéfisis distal de la
tibia.

El protocolo para el sacrificio con induccion anestésica previa a la ejecucion
fue el mas adecuado para facilitar su ejecucién y evitar intentos fallidos. El
peso de los animales fue en promedio 241 g, el cual no fue impedimento
mediante el uso adecuado de la técnica a cargo de un personal entrenado.
Aunque las guias recomiendan su uso para animales menores de 200 g y el
empleo de otros métodos como la decapitacion (36), el desnucamiento
cervical resulta el de eleccidon por su bajo costo y relativa facilidad (19).

La DMO por si sola estima del 60 al 70% de la variacién de la fuerza 6sea,
sin embargo se cuentan con otros parametros del estudio 6seo como la
histomorfometria. La cual informa de datos obtenidos en dos dimensiones y
su credibilidad se basa en que todos los cortes provengan del mismo nivel

(19), lo que se consider6 en este estudio. La combinacion de los hallazgos

de la DMO vy la histopatologia pueden explicar el 90% de la variabilidad de

la fuerza 6sea.

La histomorfometria evalla con precisién la estructura 6sea y los indices de
fragilidad 6sea independientemente de la masa dsea. Los parametros
medidos incluyen el niumero de osteoblastos, osteoclastos, osteocitos y
osteoblastos activos con relacidon al perimetro &éseo; grosor trabecular,
namero y separacion. En el presente trabajo se midi6 el grosor de las
trabéculas 6seas. Después de la descalcificacion y procesamiento
histolégico se mantiene indemne la matriz organica osteoide, con gran
contenido de colageno tipo | (12), el cual permanece indemne frente a la

accién del acido formico empleado.
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A nivel de la segunda vértebra lumbar se apreci6 una diferencia
significativa entre los grupos de tratamiento con maca frente al control,
aquellos presentaron valores semejantes al grupo sham. EIl grosor de las
trabéculas en el grupo maca |l fue significativamente mayor al del grupo
tratado con estradiol. Estos hallazgos refieren un rol protector frente a los
procesos resortivos inducidos por el cese del estimulo estrogénico. A nivel
del fémur no se evidenciaron diferencias significativas; sin embargo el grupo
maca |l tuvo mayores valores frente al resto de tratamientos, a semejanza
del grupo sham; lo que contribuye a apoyar la hipdtesis del rol antiresortivo
del extracto alcaloidal del ecotipo amarillo de la maca.Se dispone de otros
métodos como tomografia computarizada cuantitativa periférica (pQCT) el
cual complementa la histomorfometria, permite analizar la porcién trabecular
y compacta separadamente ademas de detectar cambios tempranos, con el
92 al 98% de precisién (19).

Se desconoce el posible mecanismo por el que actuarian los alcaloides de la
maca. Se postula su mecanismo a través de su rol inmunomodulador en la
cascada inflamatoria -que se propicia por la edad y la ausencia de
estrégenos- que se encuentra incrementada en la menopausia (10).
Actuando a través de la inhibicion de interleucinas (IL) que promueven la
osteoclastogénesis: IL 1, IL-6, IL-17, TNF-a, factor estimulante de monocitos
(M-CSF) y el ligando del receptor activador del factor nuclear KB (RANKL)
(7). Se ha asociado la administracion de maca con el incremento del nimero
de leucocitos y la disminucién de marcadores inflamatorios (44). Queda aun
por demostrar la relacién entre la administracion del extracto alcaloidal de
maca amarilla y su relacion con el eje RANK/RANKL y osteoprotegerina
(OPG) y mencionado mediadores.
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VIll. CONCLUSIONES

1. No se demuestra efecto protector del extracto alcaloidal de Lepidium
meyenii ecotipo amarillo sobre la osteoporosis inducida en ratas
ovariectomizadas.

2. Se determin6é el grado de mineralizacion del hueso después del
tratamieno mediante el examen de densitometria mineral ésea. No se
demuestra induccion de osteoporosis.

3. Se determinaron los cambios en la arquitectura del tejido dseo
trabecular mediante estudio morfométrico, siendo significativos a nivel
lumbar en el grupo tratado con la mayor dosis de maca (100 mg/Kg).
Por lo que se evidencia un efecto antiresortivo moderado parcial.

4. No se demostrd la variacion significativa de los marcadores

bioquimicos de remodelado 6seo.
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IX.

1.

RECOMENDACIONES

Se recomienda un mayor tiempo de tratamiento (6 meses) que
permita la induccion de la osteoporosis y permita evidenciarse
mediante la disminucién de la densidad mineral 6sea.

Se debe tener especial cuidado con la precision del lugar a evaluar en
la densitometria. Medir siempre el mismo punto en cada individuo
para hacer comparables los resultados para lo que recomienda
realizar varias mediciones y tener un sistema adecuado de
posicionamiento. Los lugares mas iddneos para medir los cambios del
remodelado 6seo son a nivel lumbar, evitando los platillos de
crecimiento, la porcién proximal de la tibia y a nivel del cuello femoral.
Se recomienda evaluar ademas del grosor trabecular el nimero de
osteoblastos, osteoclastos, osteocitos y osteoblastos activos, en el
estudio histomorfométrico para una mejor precision de la calidad de la
estructura ésea.

No se recomienda dosar los niveles de calcio y fosforo como
marcadores de remodelado éseo ya que permanecen constantes, lo
que se evidencia en otros estudios.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Certificacién adquisicion ratas Sprague Dawley
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Anexo 2 .Elaboracién del extracto alcaloidal de Lepidiummeyenii

Fig. 2 Molienda de harina de maca

Extraccion acido-basica

Fig. 3 Maceracion Fig. 4 Filtracion Fig 5. Concentracion

metandlica en la parte inferior

Fig. 6. 1erlavado  Fig. 7. 2do lavado Fig. 8. 3er lavado Fig. 9. Sol.
hexano
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Fig. 10. 1er extracto Fig. 11.2do extracto Fig 12. 3er extracto

- S Dt \i! d

I),xi}?’f‘"( '.'m‘d (

Fig.13 Demostracion de la presencia de alcaloides mediante
diversos reactivos en el extracto
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Anexo 3.

Determinacion de la densidad mineral 6sea en ratas mediante absorcidmetro
de rayos X de doble energia (Hologic QDR-2000)

Anexo 4. Extraccion de sangre por puncién cardiaca bajo anestesia con
éter etilico
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Anexo 5 Valores mostrados como Media + Desviacién estandar (DE) sometidos a
la prueba de Tukey para estimar las diferencias significativas entre los grupos.

Densitometria 6sea

N Media Desviacién
estandar
Control 10 0,2371 0,0158
Sham** 8 0,2512 0,0150
Densitometria 6sea del fémur Estrégeno** 10 0,2458 0,0127
Maca 0,75¢g 10 0,2377 0,0113
Maca 1g 10 0,2211 0,0161
Control 10 0,3028 0,0111
Sham 8 0,3007 0,0168
Densitometria de las vértebras
Estrégeno 10 0,2964 0,0109
lumbares
Maca 0,75¢g 10 0,2947 0,0124
Maca 1g 10 0,3107 0,0224
Control 10 0,2781 0,0093
Sham 8 10,2837 0,0132
Densitometria 6sea neta Estrégeno 10 0,2790 0,0096
Maca 0,75¢g 10 0,2742 0,0106
Maca 1g 10 0,2747 0,0167

** Diferencias significativas del grupo SHAM y el grupo ESTROGENO frente al tratamiento
con Maca a la concentraciéon de 1g/ml para un valor p de significancia > 0,05.
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Valores mostrados como Media + Desviacion estadar (DE) sometidos a la prueba

de Tukey para estimar las diferencias significativas entre los grupos.

Parametros bioquimicos de remodelado 6seo

Control 8 128,875 36,0136
Sham 6 136,333 25,0093
Fosfatasa alcalina
Estrégeno 9 125,889 24,5278
Maca 0,759 9 131,000 27,7128
Maca 1g 10 141,900 33,5806
Control 8 14,171 3,5184
Sham 6 10,235 2,3388
Telopéptido N-terminal del ]
) Estrégeno 9 13,759 4,2348
colageno tipo 1 (NTX)
Maca 0,75¢g 9 13,422 3,1882
Maca 1g 10 12,700 3,1098
Control 8 33,625 11,4144
Sham 6 41,883 7,8257
Osteocalcina Estrogeno 9 35,636 10,9750
Maca 0,759 9 38,578 10,4033
Maca 1g 10 32,552 7,5366
Control 8 49,813 11,9711
Sham 6 39,117 7,1943
Estradiol Estrogeno 9 38,744 18,9524
Maca 0,75¢g 9 39,800 15,0122
Maca 1g 10 50,940 20,5063
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Control 8 9,263 0,3815

Sham 6 8,850 0,7842
Calcio Estrégeno 9 9,056 0,6876
Maca 0,75g 9 8,933 1,0198
Maca 1g 10 9,032 0,7394
Control 8 3,338 0,5012
Sham 6 3,283 0,5115
Fésforo Estrégeno 9 3,744 0,6729
Maca 0,75g 9 3,756 0,4362
Maca 1g 10 3,780 0,5594

** Diferencias significativas del grupo ESTROGENO frente al grupo CONTROL, para un valor
p de significancia > 0,05.
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Determinacion del tipo de distribucion muestral.

Acorde con los datos obtenidos por los procedimientos experimentales, los datos
muestran un tipo de distribucidon normal para cada variable analizada mediante la

prueba de Kolmogorov Smirnov.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

N Zde K-S Sig. asintot. (bilateral)
Densitometria 6sea del fémur 48 0,808 0,531
Densitometria 6sea de la médula ésea 48 0,731 0,659
Densitometria 6sea neta 48 0,631 0,821
Fosfatasa alcalina 42 1,067 0,205
Telopéptido N-terminal del colageno tipo 1 42 0,466 0,982
Osteocalcina 42 0,794 0,554
Calcio 42 0,738 0,647
Fésforo 42 0,734 0,654
Estradiol 42 1,218 0,103
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Analisis de la homogeneidad de varianzas.

El estadistico de Levene muestra que las varianzas son homogéneas debido a que
la significancia estadistica es superior al valor limite de 0,05 para todas las

variables analizadas.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene Sig.
Densitometria ésea del fémur 0,451 0,771
Densitometria 6sea de la médula 6sea 1,875 0,132
Densitometria 6sea neta 0,739 0,570
Fosfatasa alcalina 0,477 0,753
Telopéptido N-terminal del colageno tipo 1 0,570 0,686
Osteocalcina 0,601 0,665
Calcio 1,734 0,163
Fosforo 0,329 0,857
Estradiol 0,712 0,589
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ANOVA para los grupos de tratamiento segun cada variable estudiada.

Acorde con lo obtenido por la parte experimental, las variables que muestran diferencias
significativas de medias entre los grupos son:

— Densitometria dsea del fémur.
— Prueba Creactiva.

ANOVA de un factor

F Sig.
Densitometria 6sea del fémur 5,959 0,001
Densitometria 6sea de la médula 6sea 1,680 0,172
Densitometria 6sea neta 0,880 0,484
Fosfatasa alcalina 0,412 0,799
Telopéptido N-terminal del colageno tipo 1 1,402 0,252
Osteocalcina 1,124 0,360
Calcio 0,314 0,867
Fésforo 1,574 0,202
Estradiol 1,239 0,311
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Anexo 6.CRONOGRAMA
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Anexo 7. PRESUPUESTO

El presente proyecto ha sido aprobado por el Vicerrectorado (CON-CON) de
Investigacion con asignacion a la investigacion e incentivo al investigador,

N°140102321.
BIENES Costo(s/.)
50
Adaptacion del Bioterio
Ratas (60) 600
Alimento balanceado ( ratina ) y agua 200
Materiales para el extracto (maca, alcohol) 200
Materiales de limpieza (detergente, lejia, escoba, recogedor, jabdn liquido, toalla, tachos, 150
trapeador, etc.)
Jaulas, Comederos, bebederos, viruta 250
Termostato, hidrémetro y balanza 150
Calefactor 150
Material de Laboratorio (guantes, mascarilla, probetas, jeringas desechables 50
Materiales para la preservacién de muestras (frascos, formol, suero) 150
Materiales de primeros auxilios (extintor, botiquin) 50
Subtotal 2,000
SERVICIOS
Andlisis bioguimico 2,700
Museo de historia natural (validacién de la planta) 80
Proceso y obtencién de muestras bioldgicas 200
Andlisis densitométricos 1,820
Gastos de Fotografia 900
Movilidad 200
Llamadas telefénicas 100
Subtotal 6,000
TOTAL
8000
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