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RESUMEN: Lepedium meyenii L o maca, es una planta que crece en las zonas alto andinas de pais. A esta planta se
le atribuyen diferentes efectos benéficos para la salud. Se conocen tres variedades o ecotipos que han sido clasificadas de
acuerdo al color que presentas las raices o hipocotilos como son: la maca negra, roja y amatrilla.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de extractos pentanicos de Lepedium meyenii L (Maca) sobre la produccion
de especies reactivas de oxigeno (EROs), en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y expuestas al péptido 8 amiloide,
agente causante de las placas seniles presentes en los cerebros de personas que padecen la enfermedad de Alzheimer. Se
utilizaron células de neuroblastoma humano SH-SY5Y que fueron expuestas a diferentes concentraciones del péptido 3
amiloide durante 1 hora. Las células también fueron expuestas a distintas concentraciones de los extractos pentanicos de
cada maca para después evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno mediante el método de oxidacion del
dihydroethidium por accion del anion superoxido, Por dltimo las células fueron pretratadas con los extractos pentanicos de
cada maca durante 24 horas, para posteriormente inducir la produccion de especies reactivas de oxigeno con la aplicacion
del péptido 8 amiloide .

Como resultado se observo que el péptido 3 amiloide a una concentracion de 1 uM fue el que generd una mayor produccion
de (EROs). Los extractos pentanicos de las distintas variedades de maca en concentraciones menores a 25 ppm
produjeron una disminucion significativa del porcentaje de especies reactivas de oxigeno luego de 24 horas de exposicion.
Los extractos pentanicos de la maca negra y amarilla demostraron tener mejor efecto protector a una concentracion de 0.5
ppm en comparacion con la maca roja, después de la exposicion de las células al péptido 3 amiloide a una concentracion de
1uM, debido a que el porcentaje de (EROs) disminuy6 de manera significativa (P 0.05) .

Palabras clave: Alzheimer, Maca, péptido 3 amiloide, Especies reactivas de oxigeno.

ABSTRACT: Lepedium meyenii L or maca, is a plant that grows in the high Andean areas of the country. To this plant
different beneficial effects for the health are attributed to him. Three varieties or ecotypes are known that have been
classified according to the color that you presentthe roots or hypocotyls such as: black, red and yellow maca.

The objective of this study was to evaluate the effect of Lepedium meyenii L (Maca) penthanic extracts on the production of
reactive oxygen species (ROS) in human neuroblastoma SH-SY5Y cells exposed to amyloid 8 peptide, the causative agent
of senile plaques present in the brains of people suffering from Alzheimer's disease. SH-SY5Y human neuroblastoma cells
that were exposed to different concentrations of amyloid 3 peptide were used for 1 hour. The cells were also exposed to
different concentrations of the pentane extracts of each maca to later evaluate the production of reactive oxygen species by
means of the oxidation method of the dihydroethidium by superoxide anion. Finally, the cells were pretreated with the
pentane extracts of each Maca for 24 hours, to subsequently induce the production of reactive oxygen species with the
application of B-amyloid peptide.

As a result, it was observed that the B amyloid peptide that generated the highest production of (EROs) was at a
concentration of 1 uM. The pentane extracts of the different varieties of maca at concentrations below 25 ppm produced a
significant decrease in the percentage of reactive oxygen species in 24 hours of exposure alone.

The pentane extracts of black and yellow maca were shown to have a better protective effect at a concentration of 0.5 ppm
compared to red maca, after exposure of the cells to amyloid 3 peptide at a concentration of 1TuM, because the percentage of
(EROs) decreased significantly (P=0.05).

Keywords: Alzheimer, Maca, 8 amyloid peptide, Reactive oxygen species

|NTRODUCC|ON reconocibles por el color caracteristico externo de los
hipocotilos o raices como son: la Maca Negra, Maca
Lepidium meyenii L. conocida en América del Sur como Amarillay Maca Roja).(1)(2).
"Maca", es un cultivo andino, que se encuentra solo en un Varios estudios realizados a esta planta han mostraron
area muy restringida del centro del Perd, en la zona que los diferentes colores de la maca producen diferentes
agroecoldgica entre 4000y 4500. Presenta  tres ecotipos, respuestas biologicas. , _ , ,
La maca roja por ejemplo revierte la hiperplasia benigna
Correspondencia: prostéatica inducida por testosterona (3) y la osteoporosis
JoseA. Villanueva Salas inducida por ovariectomia en ratas adultas (4), mientras
E-mail: jvillans@ucsm.edu.pe que lamaca negrainduce al aumento de espermatozoides
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y reduce los niveles de azUcar en la sangre (5), ademas de
mejorar la memoria y aprendizaje (6)

La Enfermedad de Alzheimer (EA ) se caracteriza por un
deterioro progresivo de las funciones cognitivas
conductuales y funcionales que afectan la capacidad y el
desenvolvimiento enlavida (7),(8).

La atrofia es el resultado de la degeneracion de las
sinapsis y la muerte de las neuronas, en particular en el
hipocampo (9), la region del cerebro que juega un papel
muy importante en la memoria y la orientacién espacial. La
edad es el factor de riesgo mas alto parala EA, el riesgo de
desarrollar la enfermedad alcanza el 50% para las
personas mayores de 85 afios (10).

Una de las causas que origina esta enfermedad es la
presencia de placas amiloides llamadas “placas seniles”
encontradas en el espacio extracelular del cerebro de una
persona enferma y estan particularmente presentes en la
region del hipocampo. Estas placas se componen
principalmente de un péptido llamado B amiloide (AB)

(8)(11).

El estrés oxidativo es un estado originado por la oxidacion
de biomoléculas como proteinas, lipidos y éacidos
nucleicos por especies reactivas de oxigeno (EROs) como
: el anion superoxido y el radical hidroxilo, la caracteristica
que comparten las EROs es que presentan electrones
desapareados que son donados a éstas biomoléculas
alterando su funcionalidad. EL estrés oxidativo ocurre en
fases tempranas de EA, lo que apoyaria su papel en la
patogénesis de la EA, en relacion con la presencia de AB.
De hecho, se ha informado que niveles elevados de
péptido B amiloide se asocian con mayores niveles de
produccién de oxidacién a partir de proteinas, lipidos y
acidos nucleicos en el hipocampo y la corteza. (12).

El presente trabajo tiene como finalidad evaluar si los
extractos pentanicos de Lepedium meyenii pueden
disminuir los porcentajes de especies reactivas de
oxigeno en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y
expuesta al péptido 3 amiloide ya mencionado.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

e Neuroblastoma SH-SY5Y
Se utilizoé la linea celular de neuroblastoma humano
SH-SY5Y (ATCC®), que fue cultivada en medio
DMEN con 10 % de suero fetal bovinoa 37° C en una
atmosfera de 5% de CO2

e Extracto Péntanico de Lepedium meyeniiL
(Maca).

Se utilizaron los extractos pentanicos de las tres
variedades de Lepedium meyenii L. (maca) como
son la negra, amarilla y roja. Se utilizé el método de
extraccion por Soxhlet, con metanol, para luego
realizar una reextraccion liquido-liquido con
pentano, el extracto pentanico fue almacenado a -
20°C hasta su utilizacion .

Métodos
1. Ensayos para determinar especies reactivas de
oxigeno (EROS)

Método general para determinar especies
reactivas de oxigeno (EROS)

Se utilizéd el kit de estrés oxidativo Muse ® para la
determinacion de especies reactivas de oxigeno, el
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reactivo de identificacion tiene el compuesto
Dihydroethidium (DHE), compuesto no fluorescente
que puede atravesar la membrana de células. En el
interior se oxida por el anién superéxido produciendo
etidium, compuesto que se intercala en el DNA
emitiendo fluorescencia.

2. Determinacion de las especies reactivas de

oxigeno en células expuestas a las distintas
variedades de Lepedium meyenii L. (Maca) y al
peptido B amiloide solos

Se prepararon 5 soluciones de los extractos
pentanicos de cada maca, cuyas concentraciones
fueronde 0.5; 1;10; 25y 50 ppm por pozo, el vehiculo
utilizado para la dilucion fue DMSO 0.5 % , estas
soluciones fueron aplicadas a cada pozo de la placa
de 96.

El péptido se preparo a partir de una solucién stock al
1000 uM, que se prepar6 pesando 1 mg que se diluyd
con DMSO como vehiculo para obtener un volumen
final de 1 mL. De la soluciéon stock se tom6 40 uL y se
diluy6 con 3,96 mL de medio para obtener una
concentracion de 10 uM, a partir de esta solucién se
tomaron diferentes volUmenes para obtener
concentraciones de 0.1; 0.5; 1; 5; y 10 uM del péptido
por pozo.

Para realizar ambos ensayos se consider6 una
concentracion de 30000 células / pozo, éstas se
lograron obtener a partir del nimero aproximado de
células del conteo celular. EL primer dia del ensayo
las células fueron tratadas con medio completo (suero
fetal bovinoal 10 %) , luego fueronincubadasa 37°Cy
5 % de CO2 por 24 horas, el segundo dia se retir6 el
medio completo y se adicion6 medio incompleto (
suero fetal bovino al 5% ), y fueron incubadas a 37°C y
5 % de CO2 por 24 horas, el tercer dia se aplico el
tratamiento con los extractos de lamacaaun gruposy
el péptido 3 amiloide al otro grupo.

3. Determinacion de las especies reactivas de
oxigeno en células expuestas a las tres
variedades de Lepedium meyenii L. (Maca) vy al
péptido B amiloide
Para realizar este ensayo se considerd una
concentracion de 30000 células/pozo, esta
concentracion se logré obtener a partir del nUmero
aproximado de células del conteo celular.

EL primer dia del ensayo la células fueron tratadas con
medio completo ( suero fetal bovino 10%), luego
fueronincubadas a37°Cy 5 % de CO, por 24 horas , el
segundo dia se retir6 el medio completo y se adiciond
medio incompleto ( suero fetal bovino 5 %), y fueron
incubadas a 37°Cy 5 % de CO, por 24 horas, el tercer
dia se aplicaron los siguientes tratamientos en las
concentraciones de 0,5 ; 10 y 50 ppm para los
extractos pentanicos de 0.05; 0 ademas se trabajé con
un grupo control que contenia solo medio, un grupo
control con DMSO, vy el grupo Control con DMSO al
que se le adicionara el péptido 3 amiloide después de
24 horas al igual que a los pozos que contienen los
extractos, el estrés oxidativo se evalué después de
una hora de exposicion.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Evaluacion de las especies reactivas de oxigeno a
distintas concentraciones de lamaca
Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y
fueron expuestas a 5 concentraciones distintas del
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extracto pentanico para cada maca, el porcentaje de
EROs generado en las células fue medido después de
24 horas de exposicion al extracto.

En la tabla N°1 se muestra los promedios del
porcentaje de EROS de los grupos control y de los
grupos correspondientes a cada concentracion de
maca, se observa que las concentraciones menores a
25 ppm no producen un aumento considerable de
EROs enrelacion a los controles.

Tabla 1. Porcentaje de especies reactivas de oxigeno

a 24 horas de exposicion de la las distintas
variedades de maca

Tabla 2. Anova para la evaluacion de las
concentraciones dentro de un mismo grupo

Desviacion
Grupos experimentales N | Media St F Sig.
Control 3 2.74 0.47
0.5 ppm 3 1.83 0.34
1 ppm 3 1.74 043
Maca Negra 10 ppm 3 184 07 268| 0.08
25 ppm 3 183 043
50 ppm 3| 25 0.16
Control 3 36 0.06
0.5 ppm 3 1.16 027
1 ppm 3 2 0.94
Maca Roja 10 ppm 3 284 05 737 0
25 ppm 3 23 062
50 ppm 3| 38 093
Control 3 22 0.94
0.5 ppm 3 1.87 047
Maca Amarilla 1 ppm 2 air 032 li7| o
10 ppm 3 283 0.03
25 ppm 3 2.66 02
50 ppm 3 47 0.36

P Porcentaje de Especies Reactivas de Oxigeno
Maca Negra Maca Roja Maca Amarilla
Control 2.7 2.6 2.2
0.5 ppm 1.8 1.2 1.9
1 ppm 1.7 2 2.2
10 ppm 1.8 2.8 2.8
25 ppm 1.8 25 2.7
50 ppm 25 4.5 4.7

En los estudios realizados por Gonzales et al 2005 e
Yllescas et al 1994 describen la presencia de
metabolitos secundarios como: alcaloides,
esteroides, saponinas, glucosidos cardiacos y de
macamidas y macaenos componentes presentes
Unicamente en la maca. Al trabajar con un extracto
pentanico solo se aislara los componentes de
naturaleza apolar, como esteroles, macamidas y
macaenos. Estos entonces podran ser los
responsables de proveer proteccion citotdéxica a las
células en condiciones de estrés oxidativo (Ruijters et.
al., 2013) al presentar un efecto antioxidante.

EnlaTablaN°2 se observaque lamacarojaylamaca
amarilla, presentaron diferencias significativas en
cuanto a la producciéon de EROs a distintas
concentraciones. Los valores de EROs en la maca
negra no mostraron una diferencia significativa con
respecto al control, razén por la cual se puede decir
que la exposicién a este tipo de maca a
concentraciones menores de 50 ppm del extracto
administrado, presentan un mejor efecto protector
frente ala producciéon de EROs cuando se aplica sola
por un tiempo de exposicion de 24 horas a un nivel de
significancia de 0.05.

En el analisis posterior de comparaciones multiples se
encontr6 que existen una diferencia significativa entre
la concentracion de 0.5 ppm con el control, y de la
concentracion de 50 ppm con las concentraciones de
0.5 ppm y 1 ppm en la maca roja. Los valores
encontrados de EROs en las células expuestas a
concentraciones menores a 25 ppm son mas bajas
que el control por lo que puede considerarse que la
maca roja disminuye la produccion de EROs. En
cuanto a la maca amarilla existe una diferencia
significativa entre la concentracién de 50 ppm con el
controly las concentraciones mas bajas.

2. Determinacion de las especies reactivas de

oxigeno producido por el peptido 8 amiloide.

Los datos mostrados en la tabla N°3 muestran el
promedio del porcentaje de EROs generado cuando
las células fueron expuestas al péptido $ amiloide a
diferentes concentraciones, ademas se observa que
existe una diferencia significativa entre todos los
grupos. EL porcentaje de EROs mas alto se generd
cuando las células estuvieron expuestas a una
concentraciéon de 1 uM Se sabe el peptido 3 amiloide
puede producir un incremento de la viabilidad en
células expuestas a concentraciones mayores a 5 uM
como mecanismo de proteccion contra agentes
exogenos, por esta razén puede explicarse la
disminucion del porcentaje de EROs en células que
tienen mayores concentraciones del péptido (13) (14).

Evaluacion de las especies reactivas de oxigenos
en celulas pretratadas con extracto de peptido 3
amiloide

EL objetivo principal de este trabajo fue investigar si
los extractos pentanicos de los ecotipos de macas
presentes en el pais, pueden influir en la disminucion
de las especies reactivas de oxigeno en células que
fueron expuestas al péptido B amiloide como se
menciond anteriormente, esta molécula es el agente
responsable de la alteracién en la sinapsis nerviosa y
como consecuencia la disminucién de la memoria

Tabla 3. Evaluacién del porcentaje de eros en
celulas expuestas a distintas concentraciones del

péptido B amiloide
GRUPOS Desviacion

EXPERIMENTALES N | Media | = tandar F Sig.
Control 3 278 021
0.1uM 3| 497 0.26
0.5 uM 3| 567 056 7429 | 0.000
1uM 3| 83 0.45
5 uM 3| 654 0.32
10 uM 3] 722 0.41
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Tabla 4. Porcentaje de especies reactivas de oxigeno
en células de neuroblastoma pre tratadas con
diferentes macas

Grupos Experimentales N Media m‘:;:'rﬂ" F sig.
Control 3 207 025
Control DSMO 3 59 039
Maca Negra Pcénﬂn'('r:; g.saﬂfp!ﬂ.'e : &e7 ot 76.99 | 0.000
0.5 ppm 3 49 05
10 pom 3 7.87 073
50 ppm 3 84 064
Control 3 1.78 022
Control DSMO 3 5.83 0.46
Maca Roja ch;“'gg Bzgﬂims ’ 008 072 1513|0000
0.5 ppm 3 7.66 053
10 ppm 3 9.65 0.94
50 ppm 3 | 1017 107
Control 3 2 019
Control DSMO 3 563 0.34
Maca Amari f?:;‘l"dn; g?ﬂ:‘,“‘?"ide : = 2% | 1202|0000
0.5 ppm 3 | 757 | o039
10 ppm 3 908 023
50 pom 3 | 1054 08

En la Tabla N° 4 se observa que existe una diferencia
significativa entre los grupos de cada variedad de maca a
un nivel de significancia de 0.05. Los porcentajes de EROs
en células expuestas al DMSO unicamente, fueron
elevados siendo esta diferencia significativa en
comparaciéon con el control, se sabe que este agente
quimico puede provocar toxicidad en concentraciones
elevadas, pero en los datos de la tabla N° 2 se evidencia
que la maca aplicada sola puede contrarrestar los efectos
producidos al disminuir el porcentaje de EROs a las 24
horas.

Al realizar el andlisis de comparaciones multiples entre
grupos de cada maca se observa que la maca negra y
amarilla en la concentraciones de 0.5 ppm redujeron de
manera significativa el porcentaje de EROs comparado
con el grupo expuesto a DMSO vy péptido B amiloide (
DSMO BETA). Mientras que la concentracion de 50 ppm
no genero una disminucion significativa del porcentaje de
EROs en los tres tipos de maca. Si bien se observa que la
maca roja produjo una disminucién de los valores de
EROS a concentraciones de 0.5y 10 ppm ( Tabla N° 4)
esta disminucién no fue significativa , en contraste con la
maca amarilla y negra que si lograron una disminucion
significativa a una concentracion a esas mismas
concentraciones. Se puede considerar también que a
partir de concentraciones mayores a 50 ppm el porcentaje
de EROs aumenta en las tres variedades de maca.

Porcentaje de especies reactivas de oxigeno en
cada maca

/

12.00
10.00 —
8.00

6.00

4.00

/

2.00

0.00
Control  Control DMSOControl DMSO 0.5 p.p.m

BETA

10.p.p.m 50 p.p.m

e MACA NEGRA = MACA ROJA MACA AMARILLA

Fig. 1. Porcentaje de especies reactivas de oxigeno
en cada grupo experimental
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CONCLUSIONES

Los extractos pentanicos de las macas negra, roja y
amarilla disminuyeron el porcentaje de especies reactivas
de oxigeno de manera significativa en las células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y tratadas en un periodo
de 24 horas.

La concentracion de péptido 3 amiloide que generé mayor
porcentaje de especies reactivas de oxigeno
cuantificadas con el método de oxidacion del
dihydroetidium fue de 1 uM durante 1 hora de exposicion.

Los extractos pentanicos de la maca negra y amarilla
presentaron un mejor efecto protector frente a la maca roja
al disminuir la produccién de especies reactivas de
oxigeno a concentraciones menores de 0.5 ppm.
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