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Introduccion

En plantas medicinales han sido encontradas varias clases de
metabolitos con propiedades antimutagénicas, antioxidantes,
anticancerigenas ¢ inmunomoduladoras, substancias importan-
tes en el tratamiento de varias enfermedades infecciosas, desérde-
nes inmunolégicos y cancer (Bianchi, 2003; Punture et al., 2004).
Lepidinm peruviannm Chacén (también conocida como Lepidium
meyenii Walp.) «Macax, es una Brassicacea nativa de los Andes Pe-
ruanos, que se cultiva principalmente en las regiones Suni y Puna

Efecto de cuatro ecotipos de Lepidium peruvianum Chacén sobre
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Resumen

Los macréfagos desempefian un rol importante en la respuesta innata y adaptativa, durante su
activacién producen mediadores citotéxicos como Oxido Nitrico (NO). El objetivo fue evaluar la
produccién de NO por macréfagos peritoneales de ratdn cultivados con extractos metanolicos
(EM) de los ecotipos rojo, negro, morado y blanco de Lepidium peruvianum Chacén (también
conocida como Lepidium meyenii Walp). Los EM se prepararon empleando maca pulverizada
macerada en metanol (1:2) durante 10 dias. Los macréfagos peritoneales se obtuvieron de
ratones 3 dias después de haberles inyectado 1 ml de Caldo Tioglicolato por via intraperitoneal;
se cultivaron por triplicado durante 18 h a 37 °C en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero de bovino fetal. La dosis de EM fue de 800 ug/ml por ecotipo, se consideraron controles
sin EM. La produccion de NO se determind por acumulacion de nitrito en el medio y se evidencio
con el reactivo de Peter Griess, las concentraciones de nitrito se calcularon en base a la curva
estandar elaborada con NaNO, Las concentraciones producidas de nitrito fueron de 7,45; 6,79;
5,76; 5,61 y 6,81 mM para los EM de los ecotipos morado, negro, blanco, rojo y control respecti-
vamente. Los cuatro ecotipos indujeron la produccion de NO, aunque con el ecotipo morado fue
superior (p>0,05).

Palabras Clave: Lepidium peruvianum, Lepidium meyenii, ecotipos de maca, 6xido nitrico,
macrofagos activados.

Abstract

The macrophages play an important role in the innate and adaptative response. Upon appropriate
activation, macrophages released a variety of cytotoxic mediators like the Nitric Oxide (NO). The
objective was to evaluate the production of NO for murine peritoneal macrophages cultivated with
methanol extracts (ME) of different ecotypes of Lepidium peruvianum Chacoén (at present Lepidium
meyenii Walp.) red, black, purple and white. The ME was prepared using maca powdered
macerated in methanol (1:2) during 10 days. Peritoneal macrophages were obtained of mice 3
days after having injected them 1 ml of thioglycolate broth; they were cultivated for triplicate during
18 hrs at 37 °C in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum. The dose of ME
was of 800 ug/ml for ecotype, were considered controls without ME. The production of NO was
assayed by nitrite accumulation in the supernatant culture and it was evidenced with Peter
Griess’s reagent, the nitrite concentrations were calculated based on the standard curve
elaborated with NaNO,. The produced concentrations of nitrite were of 7,45; 6,79; 5,76; 5,61 and
6,81 mM for the ME purple, black, white, red ecotypes and control respectively, although with the
purple ecotype it was superior (p> 0,05).

Keywords: Lepidium peruvianum, Lepidium meyenii, maca ecotypes, nitric oxide, activated
macrophages.

de los departamentos de Junin y Pasco, entre los 3700 y 4500 m.
Su raiz constituye la porcion comestible de la planta, y la medicina
tradicional le atribuye propiedades afrodisfaca, reguladora,
inmunoestimulante, energizante y antiartritica (Obregdn, 1998;
Bianchi, 2003). Estudios sobre sus metabolitos secundarios se-
fialan la presencia de alcaloides, esteroides, glucosinolatos,
isotiocianatos y macamidas, sin embatgo es poco lo que se cono-
ce sobre los mecanismos de acciéon de estos metabolitos y sobre
todo su asociaciéon con los efectos atribuidos a la planta

Nota del Editor: El nombre Iepidiun peruvianum Chacén debe
ser considerado sinénimo de Lepidium meyenii Walp. (ver
Germplasm Resources Information Network , United States
Department of Agticulture, Agticultural Research Setvice, en http:/
/www.ars-gtin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?21767, acceso
08/02/07) preferencias del autor obligan a mantenet L. pernvianum

Chacén en el texto.

(Muhammad et al., 2002; Valentova y Ulrichova, 2003).

Se han descrito diferentes ecotipos de Maca considerando el
color de su rafz, siendo el ecotipo amarillo el mas frecuente (47,8%0)
y comercializado (Obregon, 1998). Estudios comparativos de los
ecotipos amarillo, rojo y negro sefialan diferencias nutricionales
entre ellos (Yllesca, 1994). Ademds, recientemente se reportaron
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diferencias farmacoldgicas sobre la espermatogénesis y el tamafio
dela prostata de tres ecotipos de maca. El tamafio de la prostata se
redujo significativamente en ratas tratadas con maca roja luego de
dos inoculaciones de enantato de testosterona (Gonzales G. et al.,
20006; Gonzales G. etal., 2005).

Los macro6fagos son células importantes en el desarrollo de la
inmunidad innata y adaptativa. Cuando son activados ya sea por
efecto de citoquinas pro-inflamatorias o infecciones con
microorganismos, liberan Oxido Nitrico (NO) y otros interme-
diarios reactivos del oxigeno, tesponsables de su actividad citotoxica
y citostatica contra microorganismos infecciosos y células tumorales
(Tamez et al,, 2001; Ignacio et al., 2001).

Sandoval et al., (2002) reportaron el efecto antioxidante de un
extracto acuoso de maca, evidenciado por su capacidad
citoprotectora contra la apoptosis inducida. Esto indicatfa que la
actividad citotoxica es selectiva y esta dirigida contra células
tumorales. También hemos observado actividad antitumoral e
inmunomoduladora de los extractos acuoso, metanélico y
alcaloidal de la maca-ecotipo amarillo, atribuida a la estimulacion
de macréfagos (incremento de fagocitosis y produccién de NO) y
otras células del sistema inmune (Alzamora et al., 2007a y 2007b).

El presente estudio evalud 7z vitro el efecto del extracto
metanolico de los ecotipos rojo, blanco, morado y negro de Lepidium
pernviannm Chacon (Lepidinm meyenii Walp.) sobre la produccion de
oxido nitrico como evidencia de la activacion de los macréfagos.

Material y métodos

Se emplearon raices de Lepidium peruvianum procedentes del Valle
de Pampas, Provincia de Tayacaja, Departamento de Huancavelica,
las que fueron clasificadas por ecotipos segin su color y teniendo
en cuenta su forma y estado de conservacion. Se seleccionaron
cuatro ecotipos de maca: rojo, blanco, morado y negro.

Las raices se pulverizaron y maceraron en metanol QP durante
10 dias (1:2 P/ V). Elmacerado se filtrd y se concentr6 en una estufa
de aire circulante a 40 °C hasta total evaporacion del solvente.

Se empled la dosis de 800 g/ ml. Para su preparacion se pes6
el extracto obtenido y se diluy6 en medio RPMI-1640, el prepara-
do se esteriliz6 empleando filtro milipore 0,20 W. El filtrado de
cada ecotipo se almacend a 10 °C hasta su uso.

Se trabaj6 con ratones machos Swiss de 8 semanas de edad,
obtenidos del bioterio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,
UNMSM. Los ratones se criaron bajo condiciones fisiologicas.

Los mactréfagos peritoneales se obtuvieron, por lavado de la
cavidad peritoneal, de ratones previamente inoculados con 1 ml
de Caldo Tioglicolato (CT) estéril i.p. tres dias antes de la evalua-
cién (dosis inica). La cavidad peritoneal se lavé con 3 ml de RPMI-
1640, el volumen recolectado se deposité en tubos, se centrifugaron
a 1000 rpm por 7 minutos, los botones se resuspendieron en
RPMI-1640 suplementado con suero bovino fetal 10%, penicili-
na (100 UI/ml) y estreptomicina (100 pg/ml), conteniendo el
extracto metandlico (EM) ala dosis de 800 pg/ml, se consideré
como control los cultivos de macréfagos sin EM. Los cultivos
(por triplicado) se incubaron durante 18 h a 37 °C.

Alas 18 h de cultivo se determinaron los niveles de nitrito para
cada ecotipo por medio de la reaccién de Griess. Para ello, se mezcla-
ron 100 pl del sobrenadante de cada cultivo con 100 pl del Reactivo
de Griess (50ml de Solucién A + 50 ml de Solucién B). Se midi6 la

absorbancia de la mezcla a 540 nm. La concentracion de nitrito se
determind usando como estandar una curva de nitrito de sodio.

Los resultados se expresaron como la media + desviacion
estandar de las determinaciones por triplicado. Los datos fueron
analizados utilizando la prueba t de Student.

Resultados

Lainoculacién de Caldo Tioglicolato indujo un incremento en
la poblacién de macréfagos peritoneales, esta técnica es muy utili-
zada para la coleccién de mayor cantidad de estas células (McCarron
et al., 1984), el medio actiia como un estimulo inflamatotio no
especifico. Las concentraciones producidas de nitrito fueron de
7,45; 6,79; 5,76; 5,61 y 6,81 mM para los EM de los ecotipos
morado, negro, blanco, rojo y control respectivamente.

El EM de cada ecotipo indujo la produccion de éxido nitrico,
aunque las diferencias entre los tratamientos no mostraron dife-
rencias significativas (p>0,05). Aunque al compararse con el con-
trol (Fig; 1) se observé un ligero incremento con el EM del ecotipo
morado y disminucién con el EM del ecotipo rojo. También se
observé produccion de 6xido nitrico en el control (sin EM) debi-
do al uso de caldo tioglicolato como atrayente que permite con-
centrar una mayor cantidad de macréfagos (agente inflamatorio
inespecifico).

Discusion

Actualmente, se estima que alrededor del 80% de la poblacion
mundial recurre a la medicina tradicional para la atencion primatia
de la salud. Siendo la maca una planta con probadas propiedades
nutricionales este trabajo contribuye con incrementar el valor agre-

gado del recurso ya que se demuestra que el ecotipo morado ha
logrado inducir mayor produccién de 6xido nitrico.
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Figura 1. Efecto del Extracto Metandlico (EM) de los ecotipos
rojo, blanco, morado y negro de Lepidium peruvianum, Maca,
sobre la produccién de Oxido Nitrico por macréfagos
peritoneales de raton tratados con 800ug/ml de EM. Los
cultivos se mantuvieron durante 18 horas, los niveles de
6xido nitrico se determinaron por acumulacién de nitritos en
los sobrenadantes. Se observa mayor incremento en la pro-
duccién de NO inducida por el EM del ecotipo morado y menor
en el caso del ecotipo rojo (p> 0,05). Los datos representan
la media * la desviacion estandar de los niveles de nitrito.
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Del mismo modo, se debe resaltar la menor produccion de
NO en los cultivos con el EM del ecotipo rojo. En el caso del
ecotipo morado, Alzamora et al. (2007a) determinaron que este
ecotipo también estimulaba una mayor producciéon de IFN—y
por cultivos de linfocitos humanos; por lo tanto el efecto serfa de
amplio espectro. Respecto al ecotipo rojo, el efecto antiinflamatotio
sobre la prostata en ratas fue observado por Gonzales et al., (2005),
y podtia estar relacionado con la menor produccién de NO encon-
trada en el presente estudio.

En conclusion los extractos metandlicos de los ecotipos rojo,
blanco, morado y negto a la dosis de 800 pg/ml inducen la pro-
duccién de éxido nitrico por los cultivos de macréfagos de mane-
ra similar al control.
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