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RESUMEN

Se evalia la toxicidad del extracto acuoso en cocimiento
de Ia harina de maca en dos organismos acudticos, un
invertebrado la Artemia franciscana y un vertebrado el pez
Guppy (Poecilia reticulata). Asi mismo, se evalia la toxicidad
aguda por via intraperitoneal en el ratén (Mus musculus)
que es el modelo animal comdnmente utilizado para ensayos
preclinicos a nivel de laboratorios. Se comprobé que existe
toxicidad del Lepidium meyenii para estos tres animales que
dependen de la dosis y el tiempo de exposicion.
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ABSTRACT

Toxicity of aqueous boiled extracts of maca flour was evalu-
ated in two aquatic organisms: Artemia franciscana (inverte-
brate) and guppy (Poecilia reticulata), a vertebrate fish. Also,
acute toxicity of this extract was evaluated by intraperitoneal
administration in mouse (Mus musculus), a common animal
model used in laboratories for preclinical tests. Results show
toxic effects of Lepidium meyenii on all three animal species,
depending on dose and exposure time.
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INTRODUCCION

La maca es utilizada en medicina popular, con la creen-
cia que, favorece la reproduccién en los animales y en el
hombre, pero hay pocas pruebas experimentales del mismo
(Baquerizo, 1968)". Sin embargo, estudios sobre los posibles
efectos secundarios en el organismo son inexistentes (Bena-
vides et al., 2000)2.

La mayorfa de estudios sobre los efectos de la maca en
animales se han realizado en roedores como son las ratas,
ratones y cobayos. Y estos estudios se han centrado
mayormente sobre la fertilidad (Zheng, 2000% D~ Arrigo et
al, 20044

Los estudios sobre la toxicidad en embriones estan generando
nuevas perspectivas en la accién de los extractos de plantas
medicinales, con la finalidad de entender la toxicidad en
la gestacién y primeros estadios de desarrollo embrionario.
A pesar de esto, muchos estudios estdn incompletos y no
muestran efectos significativos sobre el embrién (Del Valle
& Orihuela, 1996°).

1 Alumno de la Fac. Med. U.S.M.P Lima. Perii.

2 Instituto de Investigacién, Facultad de Medicina Humana de la Universidad San Martin de Porres, Lima — Perti.
3 Instituto de Investigacion, Facultad de Medicina Humana, Universidad San Martin de Porres. Lima. Pertt.
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El principal recurso para establecer de modo experimental
la toxicidad de los compuestos quimicos lo constituyen
las pruebas con animales. En las pruebas de toxicidad
con animales se utilizan ejemplares que permitan una
experimentacion relativamente asequible y cuya respuesta
general alos efectos de los téxicos sea extrapolable al hombre.
Una de las pruebas m4s utilizadas consiste en determinar la
dosis letal media para exposiciones agudas, DL 50, que es la
dosis, expresada en miligramos de téxico por kilogramo de
peso del ejemplar, que administrada de una vez por via oral
a un grupo concreto de animales produce la muerte del 50%
de os en un perfodo de tiempo tras el tratamiento. El valor
de DL50 es el mas representativo de la toxicidad aguda de
una sustancia, el cual se empezé a desarrollar en 1927 por
J. W. Trevan y se define como: “aquella dosis que origina
la muerte del 50% de los animales” (Jurado, 1989)6. Estas
determinaciones pueden realizarse con algunas variantes, ya
sea modificando la duracién o frecuencia de la exposicion,
utilizando vias de entrada distintas, variando las especies
de animales de experimentacién, o bien manteniendo un
periodo de observacién de los efectos mas prolongado
(Lagarto & Vega; 1990)7. En cualquier caso los valores
obtenidos, con especificacién de las condiciones en que
han sido determinados, constituyen los indices de toxicidad
mas amplios de que se dispone, pero sin que exista hasta el
momento un criterio undnime al respecto al momento de
utilizar un organismo determinado (CYTED, 1995) 8.

MATERIAL Y METODOS

De las especies animales utilizadas

El presente estudio es un ensayo analitico experimental del
efecto del extracto acuoso en cocimiento de la harina de la
maca (Lepidium meyenii) sobre la mortalidad de tres espe-
cies de animales modelos: el invertebrado Artemia, y dos
vertebrados el pez Guppy y el ratén doméstico.

Se trabajé en las siguientes poblaciones de animales: 108
peces alevinos de Guppy, 270 nauplios de Artemia y 25 ra-
tones adultos.

De la preparacion del extracto acuoso en cocimiento de la
harina de maca

Se utilizé harina de maca de la marca “Amazon Nutrition
Maca Powder” de la empresa Amazon Nutrition. A una
concentracién de 1g de harina de maca en 10 ml de agua
destilada, fue hervida a 80°C en un vaso de precipitacién
por 10 minutos con agitacién constante. Luego enfriada y
filtrada con papel filtro, y almacenada en un frasco oscuro
hasta su uso final.
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FIGURA 1: Harina de maca envasada (lzquierda). Pre-
paracion del extracto acuoso de la harina de maca (Derecha)

Método del ensayo de toxicidad en alevines del pez Guppy

Se utilizaron alevines con menos de 3 dias de nacidos, los
cuales fueron mantenidos con oxigenacién artificial su-
ficiente, luz artificial, alimento seco ad libitum marca Sera
Micron, temperatura de 252C y en agua sza <ssssssx reposa-
da por tres dias (no destilada).

FIGURA 2: Sistema de oxigenacion utilizado para realizar los
ensayos con diferentes concentraciones de extracto de maca

Se prepararon soluciones acuosas de la maca a diferentes
concentraciones con agua de pecera reposada por tres
dias:

Concentracion (mg/ml)
0.05
0.5
5
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En cada vial de 50 ml se agregaron 6 alevines y se trabajé
con dos repeticiones por cada concentracién. Después de 24
horas, se contd y anot6 el nimero de sobrevivientes en cada
dilucién. Después de 48 horas, se volvid a contar y anotar el
ntmero de sobrevivientes en cada dilucién. Después de 72
horas, se volvié a repetir el conteo y se anotd el nimero de
sobrevivientes en cada dilucién.

Método del ensayo de toxicidad en nauplios de Artemia
franciscana

Se preparé agua de mar (3.8 g de sal de mar comercial en
100ml de agua destilada) y se filtré. Se colocé aproximada-
mente 50 mg de huevos de Artemia franciscana en un Erle-
meyer con 350ml de agua de mar. Se les alumbré con luz
artificial o natural y se oxigend con una bomba de oxigeno
con burbujeo lento.

FIGURA 3: Preparacion de las diluciones del extracto de
maca en agua salina (Izquierda) y armado del sistema de oxi-
genacion para Artemia franciscana (Derecha)

Se prepard la solucién acuosa de maca y se disolvi6 en agua
de mar en las siguientes concentraciones:

Concentracion (mg/ml)
0.05
0.5
5

Se agregaron 10 nauplios eclosionados a cada vial que con-
tenfa la maca disuelta en agua destilada a un volumen final
de 5 ml. Se trabajé con dos repeticiones por concentracion.
A cada vial se le agregé ademds una gota de suspensién de
levadura (3mg de levadura seca disuelta en 5ml de agua de
mar) como alimento.

Después de 24, 48 y 72 horas, se contd y anoté el ndmero
de sobrevivientes en cada dilucién.

Método del ensayo de toxicidad en el ratén

La prueba se realizd, mediante la administracién del
extracto acuoso en cocimiento de la harina de maca por via
intraperitoneal para evitar el metabolismo hepético.

Se pesaron los animales y con tinta se les tifié en diferentes
partes del cuerpo para su futura identificacién (Cabeza,
Cola, Pata, Lomo, Blanco)

Se tabularon los resultados y se procedié al célculo del
volumen a administrar de la siguiente manera:

Grupo Concentracion
1 1000 mg / kg de peso del animal
2 2000 mg / kg de peso del animal
3 4000 mg / kg de peso d el animal
4 8000 mg / kg de peso del animal
5 12000 mg / kg de peso del animal
GRUPO 1
Ratén Peso (g) Dosis (ml)
Cabeza 15.5 0.155
Cola 13 0.13
Pata 15 0.15
Lomo 15.5 0.155
Blanco 16.5 0.16
GRUPO 2
Ratén Peso (9) Dosis (ml)
Cabeza 13 0.26
Cola 17.5 0.35
Pata 16 0.32
Lomo 14 0.28
Blanco 15.5 0.31
GRUPO 3
Raton Peso (g9) Dosis (ml)
Cabeza 13.5 0.54
Cola 16 0.64
Pata 175 0.70
Lomo 14 0.56
Blanco 19 0.76
GRUPO 4
Ratén Peso (g9) Dosis (ml)
Cabeza 21 1.68
Cola 21.5 1.72
Pata 22 1.76
Lomo 24 1.92
Blanco 23 1.84
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GRUPO 5
Raton Peso (g) Dosis (ml)
Cabeza 28 3.36
Cola 23 2.76
Pata 24 2.88
Lomo 24 2.88
Blanco 22 2.64

Una vez obtenidos los voldmenes a administrar se procedié
a la administracién de los animales. Se revisaron los ani-
males cada hora por cuatro horas y después a las 24 horas.

Analisis Estadistico

El efecto de la toxicidad del extracto de la harina de la maca
sobre los animales se realizé por conteo directo de los ani-
males muertos en 24, 48 y 72 horas.

Los resultados se procesaron utilizando el paquete estadis-
tico SPSS (Versién 10). La significancia estadistica de las
diferencias entre las medias ser4 evaluada por la prueba de
t de Student.

RESULTADOS Y DISCUSION

TABLA 1: Resultados de tres ensayos de la toxicidad de la
harina de maca (Lepidium meyenii Walp) en los nauplios de
la Artemia franciscana a las 24, 48 y 72 horas

1er. Ensayo 24 Horas 48 Horas 72 Horas Mortandad (24h)
Concentracion Numero de Namero de Niamero de M/V] % N°
muertos x muertos x muertos x Mort.
Frasco Frasco Frasco
5 mg /ml 10 10 10 - - - - - - |30/30| 100 30
0.5 mg/ml 1 4 4 - - - - - - 9/30 | 30 30
0.05 mg/ml 0 1 0 - - - - - - 1/30 | 3.33 | 30
2do. Ensayo 24 Horas 48 Horas 72 Horas Mortandad (24h)
Concentracion Namero de Numero de Numero de M/V] % N°
muertos x muertos x muertos x Mort.
Frasco Frasco Frasco
5mg /ml 9 9 9 - - - - - - |27130| 90 30
0.5 mg/ml 3 2 2 - - - - - - | 730 | 233 | 30
0.05 mg/ml 1 0 1 - - - - - - | 2/30 | 6.66 | 30
3er. Ensayo 24 Horas 48 Horas 72 Horas Mortandad (24h)
Concentraciéon Numero de Namero de Namero de M/V] % N°
muertos x muertos x muertos x Mort.
Frasco Frasco Frasco
5 mg /ml 10 10 10 - 30/30 | 100 30
0.5 mg/ml 2 3 2 3 4 3 7 8 7 | 730 | 23.3 | 30
0.05 mg/ml 1 1 1 2 3 4 5 7 8 |3/30 | 10 30
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La Artemia franciscana es utilizada como prueba prelimi-
nar para evaluar substancias citotdxicas, o antitumorales,
cuando dan un resultado positivo a concentraciones/dosis
muy reducidas. Los resultados de la Tabla 1, sugieren que
la maca pudiese tener efectos antitumorales y se deberfa
proceder a realizaron estudios sobre cultivos en células tu-
morales.

TABLA 2: Prueba de la toxicidad de la harina de maca
(Lepidium meyenii Walp) en el pez guppy (Poecilia reticulata)
alas 24, 48 y 72 horas

1er. Ensayo 24 Horas 48 Horas 72 Horas Mortandad (72h)
Concentracion Namero de Numero de Namero de MIV| % N°
muertos x muertos x muertos x Mort.
frasco frasco frasco
5mg /ml 0 0 0 4 4 5 5 5 6 |16/18| 88.8 | 18
0.5 mg/ml 0 0 0 0 0 0 3 3 0 6/i8 | 75 18
0.05 mg/ml 0 0 0 2 0 0 2 1 0 3/8 | 375 | 18
2do. Ensayo 24 Horas 48 Horas 72 Horas Mortandad (72h)
Concentracion Numero de Numero de Numero de M/IV] % N°
muertos x muertos x muertos x Mort.
frasco frasco frasco
5 mg /ml 0 0 1 4 3 5 6 5 6 |17118| 944 | 18
0.5 mg/ml 0 0 0 1 2 0 3 0 3 |68 | 75 18
0.05 mg/ml 0 0 0 2 0 0 2 1 1 4/8 | 50 18

Los resultados de la Tabla 1 en Artemia franciscana mos-
traron toxicidad a las 24 horas a la mayor dosis (5 mg/ml).
Mientras que en el pez guppy (Tabla 2), recién se observé
citotoxicidad a un mayor tiempo (entre 48 y 72 horas).
Siendo a las 72 horas, la toxicidad entre 88.8 y 94.4% para
la dosis de 5mg/ml y de 75% para la dosis de 0.5mg/ml. Y
entre 37.5 y 50% para la dosis de 0.05 mg/ml.

Existe una correlacién positiva entre pruebas realizadas
en Artemia franciscana y Poecilia reticulata (pez guppy). Sin
embargo, la prueba de citotoxicidad en pez guppy no se en-
cuentra estandarizada internacionalmente, caracteristica
que sf posee la prueba en Artemia y en ratén, expuesto en
el manual de técnicas de CYTED (1995)8.

TABLA 3: Resultados de los ensayos de toxicidad de la
harina de maca (Lepidium meyenii Walp)
en el ratén adulto a las 24 horas

Unico Ensayo 24 Horas Mortandad (24h)
Concentracién Namero de M/V| % Mort. N°
(mg de solucién x Kg peso animal) muertos x
prueba
12000 5 5/5 100 5
8000 1 1/5 20 5
4000 0 0/5 0 5
2000 0 0/5 0 5
1000 0 0/5 0 5
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Beltran y colaboradores, determinaron en 1998 que la dosis
letal media (DL, ) del Lepidium meyenii superd los 15000mg/
kg del peso del animal (inyeccion intraperitoneal). En el
experimento se prob6 una dosis maxima de 12000mg/kg de
peso del animal, obteniéndose que en un grupo de 5 ratones
hubo toxicidad (Tabla 3), lo cual corrobora los datos de Bel-
tran y colaboradores de que la maca no es téxica debido a
sus elevadas dosis para ocasionar DL, .

TABLA 4: Analisis de Variancia (ANVA)

FACTOR DE VARIABILIDAD Significancia

1. Diferencias entre los tres ensayos a las 24 horas para la mortalidad en nauplios de
Artemia franciscana

2. Diferencias entre los dos ensayos a las 72 horas para la mortalidad de alevines del n.s.
pez Guppy

3. Diferencias entre las diferentes concentraciones a las 24, 48 y 72 horas sobre la
mortalidad de nauplios de la Artemia franciscana

4. Diferencias entre las diferentes concentraciones a las 24, 48 y 72 horas sobre la
mortalidad de alevines del pez Guppy

5. Diferencias entre las diferentes concentraciones a las 24 horas en el Raton

alfa = 0.05 (*)

ns.

En la Tabla 4, se comprob6 que la toxicidad dependia del
tiempo y de la dosis utilizada para los tres animales
modelos.

Tanto la medicina tradicional como la investigacién cienti-
fica le han reportado a la maca propiedades beneficiosas
a nivel reproductivo (fertilidad, sexualidad, menopausia
entre otros) en el hombre y roedores (rata, ratén y cuyes)
(Gonzales et al., 2003°% Alvarez, 1993'°) y propiedades nu-
tricionales (Meza, 1995™). Sin embargo, existen muy pocas
investigaciones acerca de la toxicidad de la maca en organ-
ismos vivos como reporta éste estudio en animales inferi-
ores (Artemia) y animales superiores (peces y roedores).
Ademis, estd el hecho que a pesar de no haberse encontra-
do mortalidad en los ratones al utilizarse altas dosis (12000
mg/Kg) fuera de los pardmetros establecidos internacional-
mente. Queda abierta la interrogante si los reportes de toxi-
cidad encontrados en la Artemia y el pez guppy a través del
tiempo (24 a 72 horas) no sean “extrapolables” en ratones
y en humanos, quizds con un estudio mas amplio (mayor
ntmero de animales) y a largo plazo (semanas y meses) nos
permitan obtener algunos resultados méas concluyentes.

Por otro lado, se sospecha que sea un alcaloide o pocos al-
caloides los que estarfan produciendo mortalidad en artemia
y peces y somnolencia por depresién del sistema nervioso y
posterior muerte en ratones a dosis muy altas.

CONCLUSIONES

1. Existe toxicidad del 90 al 100% de la harina de maca
en Artemia franciscana a una concentracién de 5mg/

ml a las 24 horas de exposicién. Esta mortalidad se re-
duce entre el 23.3 y 30% para una concentracién de
0.5mg/ml. Y entre 3.33 y 10% para una concentracién

del 0.05mg/ml.

2. Existe toxicidad del 88.8 al 94.4% de la harina de maca
en Poecilia reticulata a una concentracién de 5mg/ml a
las 72 horas de exposicién. Esta mortalidad se reduce
entre el 75% para una concentracién de 0.5mg/ml. Y
entre 37.5 y 50% para una concentracién del 0.05mg/
ml. Recién a las 48 horas empezé a mostrarse mortali-

dad para las tres concentraciones estudiadas: 5, 0.5 y
0.025 mg/ml.

3. Segin los cdnones internacionales no existe toxicidad

del extracto acuoso de la harina de maca (< 2000 mili-
gramos de solucién/Kg de peso del animal). Sin embar-
go, se observé un 100% de mortalidad de la harina de
maca en Mus musculus cuando se inyectd intraperito-
nealmente el extracto de harina de maca a una concen-
tracién de 12 000 miligramos de solucién/Kg de peso del
animal a las 24 horas de exposicion. Esta mortalidad se
reduce al 20% para una concentraciéon de 8000 miligra-
mos de solucién/Kg de peso del animal donde el resto de
animales presentaron letargo a los cinco minutos de la
inyeccién.

4. Se comprobé que existe toxicidad del Lepidium meyenii

para estos animales en dosis y tiempo dependiente.

RECOMENDACIONES

1. Se puede utilizar al pez guppy (Poecilia reticulata) como
bioensayo o “screnning” preclinico para predecir la toxi-
cidad de extractos vegetales de interés, debido a fAcil
manejo (semejante a la artemia), rapidez (resultados en
menos de 72 horas), costo (menor costo que el ratén por
unidad), vertebrado semejante al ratén (mayor afinidad
filogenética que la artemia), y utilizaciéon de un gran
ntmero de animales para muchos ensayos por experi-
mento (superior a 100 animales).

2. La prueba en pez guppy mostré una correlacion positiva
con la de artemia, por lo cual podrfa ser utilizado para
demostrar el efecto citotéxico. Sin embargo, requiere de
aceptacion internacional y estandarizacién de protoco-
los de trabajo.

3. Se sugiere utilizar otros organismos acuéticos semejantes

al pez guppy existentes en el mercado local: Pez Cebra
(Danio rerio), Pez espada (Xiphophorus helleri) y Rana de
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garras (Xenopus laevis) como modelos animales puesto
que al ser vertebrados producen efectos mas evidentes
sobre el sistema nervioso y la fisiologfa reproductiva que
la Artemia.

4. Internacionalmente para estudios in vivo se sugiere utili-
zar al menos tres especies de animales distintos para dar
mayor validez de toxicidad a las pruebas biolégicas con
extractos de plantas. Se sugiere el trinomio: Artemia +
Pez + Raton.

5. Se recomienda llevar a cabo mas repeticiones de las
pruebas realizadas, pues solamente se realizaron tres
repeticiones en Artemia franciscand, dos en Poecilia re-
ticulata y una en Mus musculus.

6. Se sugiere hacer més estudios de toxicidad de los
alcaloides totales del Lepidium meyenii.

Carlos Scotto
Fac. Med. U.S.M.P
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