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Introduccion



Historia y etnobotanica de la maca

Peru es un pais con una riqueza inconmensurable en cuanto a flora se
refiere, manteniendo tradiciones de uso y el conocimiento adquirido previo a
la conquista espanola. Dentro de esta biodiversidad, se encuentran plantas
que han sido muy importantes en el desarrollo cultural de los pueblos. Una
planta muy interesante de la region es la maca, Lepidium meyenii Walp.
(Figura 1). Tal es asi que el cronista Cieza de Leon en el afio 1553 realizo
una descripcion de la misma, sin identificarla, ubicandola en la provincia del
Bombon (Chinchaycocha), que en la actualidad es el Departamento de
Junin, en la cual explico que los nativos la usaban como sustento (Cieza,
1988). Cien anos mas tarde, el Padre Bernabé Cobo refiere el nombre y las
propiedades que se le adjudican sobre la mejora en la fertilidad en su libro
“Historia del nuevo mundo” (Cobo, 1890). Asi, tanto en la época
precolombina como en la actualidad, el cultivo y el consumo principal de la
maca se ubican en la zona andina de la Puna peruana, en los departamentos
de Junin y Pasco (Figura 2), donde crece a mas de 4000 metros sobre el nivel
del mar, con condiciones ambientales adversas para otros cultivos, pero no

para la maca (Hermann y Bernet, 2009).



Figura 1: Hipocétilos de maca amarilla de procedencia Pertl.
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Figura 2: Mapa de Peru y sitios de excavacion donde se hallé Maca. Adaptado

de Rick y Moore.
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Tanto las evidencias aportadas por los escasos manuscritos de la
época de la conquista como las excavaciones realizadas por arqueologos y
paleontologos en las cuevas de Panaulauca y Pachamachay (Figura 2),
demuestran que el cultivo de maca ha sido importante para los habitantes
de la zona, los cuales pudieron haberla domesticado alrededor del 1700 a.C.
(Pearsall, 1989; Rick y Moore, 1999). Esto se evidencia por el aumento de
tamano de los hipocoétilos y el crecimiento en abundancia a lo largo de la
historia, obtenida de los estratos geologicos estudiados. Estos
descubrimientos fisicos, unidos a cronicas del tiempo de la Colonia que
cuentan sobre la comercializacion mediante el trueque en Chinchaycocha, el
pago de tributos anuales al encomendador Juan Tello Sotomayor y las
experiencias como mejorador de la fertilidad en animales domésticos y
caballos, dan una buena idea de la importancia de la maca a través del
tiempo en Peru (Hermann y Bernet, 2009).

Recién en 1964, el botanico Jorge Ledn, rescatd el conocimiento
botanico y agronomico y lo difundié en el ambito cientifico, con una
descripcion minuciosa de la planta, detalles especificos del -cultivo
tradicional, el uso y la comercializacion entre los alrededores del lago Junin
y la ciudad de Lima, para alimento de los nativos y los animales, y con fines
medicinales para los espanoles (Leon, 1964).

A lo largo del tiempo, debido a cambios culturales, el cultivo de la
maca sufri6 una disminucion general y estuvo realmente en peligro de
extincion, ya que en 1982 soélo se cultivaba en la zona del lago Junin.
Afortunadamente existieron personas que tuvieron un rol clave para

popularizarla. En 1980 1la senora Timotea Cordova comenzoé un
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emprendimiento propio vendiendo una bebida caliente en el camino entre
Lima y Huanuco, a la cual difundia por sus buenas propiedades sobre la
fertilidad y la sexualidad. Por otro lado, aprovechando la creciente demanda,
otro poblador comenzo6 a ofrecer maca seca en los mercados peruanos, con lo
que logré valorizar economicamente el producto (Hermann y Bernet, 2009).
Sumado a esto, en los anos 90, el gobierno local intenté impulsar el
consumo de maca como politica de estado para combatir la desnutricion,
debido a su capacidad nutritiva y bajo costo, pero se le dificulté debido a las
guerrillas. Sin embargo, hubo un fuerte interés econémico que desencadeno
una busqueda de plantas con potencial de cultivo en el mundo provenientes
de la zona de influencia del imperio Inca realizada por investigadores
americanos, los que editaron el libro “Lost crops of the Incas” (1989), que
contiene un capitulo exclusivo sobre la maca (Council National Research,
1989). En este libro se afirma que la maca habria crecido desde Ecuador
hasta el norte de Argentina en cientos de hectareas de terrazas de cultivo.
Ademas, explica que las raices frescas o secas se consumen en sopas O
papillas, que se elabora una bebida fermentada (chicha de maca) mezclada
con licor para hacer un “coctel de maca”, budin y mermelada de maca, y que
hasta las hojas son consumidas normalmente en ensaladas. Otro dato
interesante es que la maca es utilizada como engordante del cobayo,
conocido como “cuy”, que es un animal de gran valor alimenticio para los
habitantes de la zona. Acompanando esta situacion de crecimiento del
cultivo y comercializacion, se observa un marcado interés académico,
aumentando drasticamente el numero de estudios y publicaciones. Ademas

Alemania y Suiza respaldaron el CIP (International Potato Center) y al sector
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publico para mejorar la conservacion y uso de cultivo de raices y tubérculos
olvidados, entre ellos la maca. Por otro lado, una compania farmacéutica
peruana, Quimica Suiza, lanzé6 al mercado comprimidos nutracéuticos
conteniendo harina de maca, comenzando a plantear un nuevo ambito de
uso para la Maca. Ademas, el Presidente Fujimori viendo el interés de EEUU,
Japon y Europa por la maca incentivo a los productores y realizo, entre otras
cosas, una publicidad en Japon para aumentar la exportacion y las
ganancias. En el afio 2000 hubo una gran produccion de maca, pero las
ventas no fueron a la velocidad esperada y colapsoé el precio, arruinando a
muchos productores por no poder pagar sus préstamos. Este colapso
fomento a diferentes companias a realizar y promover productos de Maca
como alimento y en especialidades farmacéuticas, pero también promovio el
mercado informal, adulteraciones e inseguridad en los consumidores. En
base a esto, los productores de maca organica comenzaron a pedir
certificaciones para sus productos (Hermann y Bernet, 2009).

Actualmente, Peru comercializa y exporta la raiz pulverizada, o sea, la
“harina de maca”, pero China produce su propia harina para exportacion y
se ha insertado en el mercado con un producto mas econémico, aunque de
inferior calidad. La maca china proviene del cultivo de raices de Lepidium
meyenii de Peru y variedades propias que no han podido patentar (Portillo,
2014) ya que Peru alega que la Maca le pertenece a su territorio y esta
prohibida la exportacion de la raiz fresca. A pesar de todo esto, tanto Peru
como China exportan maca a diversos paises europeos, EEUU y Canada
(MINCETUR, 2016), porque se conoce la calidad superior de la maca peruana

y el precio mas conveniente de la maca china.
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Aunque la maca es peruana y los habitantes locales la consumen en la
actualidad, ha sido amplia la difusion a nuestro pais, donde se consume
como un nutracéutico. Por ello es importante conocer la evolucion de esta
planta en relacion a la cultura del pueblo como punto de partida, y los
estudios cientificos que le han realizado. Durand Goyzueta (2017), en su
tesis, realiz6 una investigacion sobre los modelos de transmision del
conocimiento de la maca en tres distritos de la provincia de Junin, que son
Carhuamayo, Junin y Ondores, los aspectos biologicos y las areas
potenciales para su cultivo. El autor del trabajo utilizo6 la técnica de
observacion participante, realizando caminatas etnobotanicas y entrevistas
a los pobladores, encontrando que los principales transmisores del
conocimiento son los abuelos (transmision vertical), pero que los aportes
externos en el distrito de Junin estan creciendo entre los mas jovenes, es
decir, la transmision transversal (redes sociales, paginas de Internet) y
horizontal (pares).

Por otro lado, en Argentina y especificamente en el conurbano
bonaerense, con la fuerte inmigracion de bolivianos y paraguayos ha
ingresado al pais la harina y productos derivados de la misma (capsulas)
(Arenas y col., 2011). Un dato no menor es que la autoridad sanitaria
argentina ANMAT (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia médica) prohibe la comercializacion en todo el territorio de maca,
y productos que la contengan, debido a que no han cumplido con las
reglamentaciones vigentes del registro. Esto se debe a que son considerados
fitoterapicos porque tienen una indicacion terapéutica de uso y, por lo tanto,

no pueden ingresar como suplementos dietéticos (Disposicion 5323, ANMAT,
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2016). A pesar de esta prohibicion, los productos peruanos son ingresados
por tierra desde Bolivia y comercializados en el Mercado de Liniers y en
dietéticas (a través de distribuidores). En cuanto a los usos, con la harina se
elaboran alimentos, pero en general se promocionan los productos por sus
propiedades medicinales: vigorizante, afrodisiaco y estimulante sexual, por lo
que se les ha dado la vulgar denominacion de “ginseng peruano” o “viagra
vegetal”. Es por todo esto que la harina de maca no se dispensa en
farmacias, pero se la encuentra muy comunmente en negocios de dietética.
Esta tesis aportara conocimiento acerca de sus propiedades biologicas, lo
cual contribuye a caracterizar un producto que esta al alcance de la

poblacion de nuestro pais.
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Descripcion botanica de la maca

La especie Lepidium meyenii Walp. es una pequena planta que crece a
mas de 4000 m.s.n.m., bajo condiciones muy extremas de frio, calor,
radiacion solar y vientos fuertes. Pertenece a la familia Brassicaceae
(Tropicos, 2015), y a su género Lepidium pertenecen unas 175 especies. La
parte aérea apenas sobresale del suelo, con hojas en roseta, pinnatipartidas,
que se van renovando desde el centro continuamente (Rea, 1992). Las hojas
basales presentan una estructura bifacial, con una gruesa cuticula adaxial.
La parte subterranea presenta un organo de reserva, constituido por la
transicion entre el tallo y la raiz, sin estar definido si es el hipocotilo de la
planta (primer entrenudo) o la raiz (Marin-Bravo, 2003), por lo que se usan
ambos términos indistintamente (Figura 3). Las dimensiones del hipocotilo
son de 3 a 5 cm de ancho y 10 a 14 cm de largo, de colores que van desde el
blanco crema al negro por las concentraciones de antocianinas que da origen
a los ecotipos amarillo, rojo y negro de la maca. El tamano del hipocétilo
fresco se reduce cuando se seca para su almacenamiento y posterior molido
para obtener la harina de maca.

La planta es bienal, en el primer ano transcurre el crecimiento
vegetativo durante el cual aumenta de tamano el 6rgano de reserva y se
cosecha. El segundo ano florece, dando una inflorescencia en racimo y la
generacion de un fruto tipo silicua, que es dehiscente, con semillas que son
tan pequenas que cada planta puede liberar de cientos a miles de ellas, por
lo que se necesitan pocas plantas para volver a realizar la siembra de la

nueva produccion (Hermann y Bernet, 2009).
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Figura 3: Imagen adaptada de CULTIVOS MARGINADOS otra perspectiva de
1492. Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
alimentacion. Rea J., Ed. J.E. Hernandez Bermejo y J. Leén. Roma 1992. A:
Maca (Lepidium meyenii); Al. Inflorescencia en racimo; A2. Fruto en silicua;

A3. Raiz seca.
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Fitoquimica de la maca

La maca fue muy importante nutricionalmente para los primeros
pobladores, como se expuso al principio. Pearsall, Rick y Moore, publicaron
los hallazgos de las excavaciones de las cuevas de Panaulauca y
Pachamachay, y demostraron que el hipocoétilo actual es el resultado de
miles de anos de seleccion de las plantas con mejores propiedades y de su
domesticacion. Los analisis fitoquimicos de la maca mostraron que los
carbohidratos constituyen un 59%, los lipidos 2.2% y las proteinas 10.2%.
Esta composicion de nutrientes parece muy ventajosa, asi como el contenido
de fibras (8.5%). Presenta un buen perfil de aminoacidos esenciales y acidos
grasos insaturados, tales como acido linoleico (32.6%), palmitico (23.8%) y
acido oleico (11.1%). Ademas posee fitoesteroles (B-sitosterol, campesterol,
ergosterol, brassicasterol) y es rica en hierro, calcio y cobre. Estos valores
demuestran que es un recurso alimenticio econéomico que podria ser efectivo
para combatir la desnutricion (Dini y col., 1994). El B-sitosterol puede ser
utilizado como marcador quimico en la caracterizacion mediante
cromatografia, ya que permite comparar los extractos de maca y
suplementos dietarios que los contengan con una escala lineal y sensible
adaptada a los rangos de concentracion (Gutierrez Parvina, 2009). También
se puede analizar la presencia de alcaloides imidazolicos (Lepidilina A y
Lepidilina B) (Baoliang y col., 2003), alcamidas benciladas (macamidas) tales
como la macaridina (1,2-dihidro-N-hidroxipiridina) y la N-
bencilhexadecanamida (Muhammad y col., 2002), y macaenos (acidos

grasos bencilados). Se encontré6 que en maca seca las macamidas se
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encuentran entre 0.06% a 0.52% y los macaenos entre 0.09% hasta 0.45%
(Ganzera y col., 2002; Sifuentes-Penagos y col., 2015) (Figura 4).

Los metabolitos secundarios de la maca mas importantes, que serian
los responsables del sabor picante, son los glucosinolatos que son
heterosidos sulfocianogenéticos (Jones, 2000), de los cuales se han aislado
nueve tipos y el glucotropaeolin (bencil glucosinolato) es el mas abundante.
Este glucosinolato y su metoxiderivado pueden ser importantes en la
caracterizacion quimica ya que su combinacion no aparece en otras plantas
de la familia Brassicaceae (Dini y col., 2002, Fahey y col., 2001). Sin
embargo, Yabar y colaboradores (2011) realizaron un estudio sobre el
contenido de glucosinolatos mediante HPLC en los ecotipos amarillo, rojo y
negro de la maca durante su pre-cosecha, cosecha y durante el secado
posterior. Vieron que éstos aumentaban de forma gradual durante los 90
dias antes de la cosecha y durante los 15-30 dias de secado después de la
cosecha, seguido por una importante disminucion durante el periodo de 30-
45 dias del secado post-cosecha debido a las fluctuaciones de la
temperatura. Esto se atribuy6 a una ruptura celular que se correlacioné con
la accion de la mirosinasa, también evaluada. Los autores concluyeron que
habria que mejorar las técnicas de secado y preservacion de los hipocoétilos
para mantener el contenido de glucosinolatos (Yabar y col., 2011).

Los mismos autores continuaron su investigacion con el seguimiento
de los compuestos fenodlicos y su actividad antioxidante en los tres ecotipos
de maca, observando que los analisis HPLC-PDA revelaron la prevalencia de

11 compuestos fenodlicos, pero con diferentes concentraciones en cada
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Figura 4: Metabolitos secundarios importantes de Lepidium meyenii Walp.

Imagen realizada con el programa ChemDrawUltral0.0.
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ecotipo y en cada etapa de estudio. Seis compuestos eran derivados del
flavanol (flavan-3-ol), cuatro derivados del acido benzoico y un derivado del
acido o-cumarico El secado post-cosecha en condiciones naturales, genero
una pérdida significativa (maca amarilla 89.90%, maca roja 82.49% y maca
negra 66.31%) de compuestos fenolicos, principalmente derivados del acido
benzoico y o-cumarico, llegando a limites no detectables, mientras que dos
derivados del flavanol (flavan-3-ol) toleraron estas condiciones (Yabar y col.,
2019).

Para este trabajo la materia prima a utilizar, harina de raiz de maca
marca Kallpa, fue analizada por la Prof. Dra. Maria Lujan Flores y el Prof.
Dr. Osvaldo Cordoba, del Grupo de Investigacion en Quimica, Bioactividad y
Metabolismo de Recursos Naturales Patagonicos del CRIDECIT, Universidad
Nacional de la Patagonia (UNPSJB).

El screening fitoquimico evidencidé la presencia de carbohidratos,
lipidos, péptidos, fenoles con dos hidroxilos adyacentes, flavonoides,
esteroides y alcaloides.

Como parte de los flavonoides, se determindé la presencia de
isoflavonas las cuales pudieron ser separadas con acetato de etilo a partir
del extracto obtenido con etanol de 70°.

Mediante cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa, RP-
HPLC-DAD, empleando un equipo Waters 1525 Binnary HPLC, bomba e
inyector Rheodyne, Waters 2996, fue posible determinar la naturaleza
quimica de las isoflavonas. Se emple6 un detector de arreglo de diodos
(DAD), Waters symmetric 300 (5 p) columna C-18 (250 x 4.6 mm). La fase

movil consistio en acetonitrilo (A) y agua-acido acético (40:1, B): 15% Ay
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85% B, durante 15 min, seguido por un gradiente lineal de 65 % B, por 30
minutos y posteriormente una transicion aguda a 0% B en 2 minutos. La
velocidad de flujo fue de 1.0 ml/min, a temperatura ambiente.

En la fraccion de acetato de etilo del extracto obtenido de maca con
etanol de 70°, fue posible evidenciar la presencia de genisteina 7-O-glucésido
(genistina, 19.30 %), daidzeina (1.36 %) y genisteina (78.11 %) (Figura 5).
También fue posible observar otra isoflavona aunque no pudo ser
identificada.

Por otra parte el extracto de etanol de 70° no evidencido actividad
antioxidante importante en el ensayo in vitro de inhibicion del DPPH
(medicion de la absorbancia a 517 nm de la reduccion del radical estable
2,2-difenil-1-picril hidrazilo o DPPHe), ya que resulto tener un 20.3 % de

inhibicion del DPPH.

Figura 5: Cromatograma de RP-HPLC-DAD y espectros UV de los principales
compuestos presentes en la fraccion de acetato de etilo proveniente del

extracto de etanol de 70° obtenido a partir de la harina de la raiz de maca.
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La maca como alimento

En el estudio que realizo Gonzales (2010) en Carhuamayo,
Departamento de Junin (Pert) sobre el consumo de maca en hombres y
mujeres mayores de 35 anos residentes de la zona encontré que la mayoria
de los pobladores consumen maca, aun durante el embarazo y ninos desde
muy pequenos, y que presentan un mejor estado de salud, reflejado en los
parametros de dolor, vitalidad y el promedio general de salud (cuestionario
estandarizado S-36 adaptado), con una proteccion a las fracturas por caidas
leves en los consumidores mayores de 40 anos. También encontré que el Mal
de Montana cronico (Leon-Velarde, 2005), un padecimiento de los que viven
a mas de 2500 m.s.n.m., que consiste en una serie de signos y sintomas
como dificultad respiratoria, palpitaciones, dificultad para dormir, cianosis,
dilatacion de venas en manos o pies, parestesias en extremidades, dolor de
cabeza y tinnitus, afecté6 menos a la poblacion que consume maca. Ademas,
tanto la presion arterial sistélica como el Indice de Masa Corporal fueron
menores en los consumidores de maca, sin diferencias en el perimetro
abdominal ni en la presion arterial diastolica. Tampoco se encontro
diferencias en la edad de menarquia ni la edad de menopausia. La maca no
modifico los parametros bioquimicos como la glucosa, el lactato, el perfil
lipidico ni el hepatograma.

Ante toda esta evidencia, se puede asegurar que la maca es un
alimento seguro, ya que los pobladores de Carhuamayo la han consumido
diariamente y desde pequenos, con mejores parametros de salud y sin

evidencia de problemas colaterales a su consumo.
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Actividades farmacolégicas de la maca comprobadas experimentalmente

La maca es de interés cientifico desde hace poco mas de 20 anos ya
que para Perd es un producto con fuerte proyeccion econémica y con un
considerable consumo. Por este motivo se han estudiado varias de sus
propiedades, experimental y clinicamente. En un estudio clinico se encontro
que el consumo de maca gelatinizada durante dos meses (3.0 g/dia) mejoro
el deseo sexual en varones normales, y solo en dos semanas en deportistas
(Gonzales y col., 2002). Ademas, en un estudio doble ciego de un extracto de
maca seca (2.4 g/dia) por tres meses se observo que hubo una pequena
mejora significativa sobre la disfuncion eréctil leve (Zenico y col., 2009). Por
ultimo, un tercer estudio clinico mostro que pacientes con disfuncion sexual
inducida por el uso de antidepresivos del grupo de inhibidores de la
recaptacion de serotonina selectivos (IRSS), que consumian 3.0 g/dia de
maca tuvieron una mejoria en las pruebas de funcion sexual (Dording y col.,
2008). También en mujeres menopausicas hubo un efecto favorable de la
maca sobre la disfuncion o deseo sexual (Brooks, 2008).

Se conoce que la maca mejora la fertilidad, confirmada en ensayos
donde se vio aumentada la espermatogénesis en ratas que fueron tratadas
por dos semanas tanto con la decoccion de los hipocétilos de maca como con
el extracto hidroalcohodlico (Gonzales y col., 2001 y 2003). En humanos, la
administracion de maca gelatinizada en varones sanos por 4 meses, en dosis
de 1.5 g 0 3.0 g mostré un aumento del volumen seminal, del conteo y de la
movilidad de espermatozoides (Gonzales y col., 2001), sin modificar los

niveles de hormonas sexuales (Gonzales y col., 2003), ni por activacion del

23



receptor de androgenos (Brooks, 2008, Bogani y col., 2006). Esto sugiere que
los efectos de la maca sobre la calidad o cantidad de los espermatozoides se
producen por otra via diferente a testosterona y su receptor o a la hormona
FSH. Estudios in vitro indican que tanto los extractos metanolicos como
acuosos de maca muestran actividad estrogénica en lineas celulares MCF-7
(Valentova, 2006), pero no se ha encontrado accion en los receptores alfa
estrogénicos (Brooks, 2008). La maca no afecté la tasa de implantacion en
raton hembra (Oshima y col., 2003, Ruiz-Luna y col., 2005), tampoco
aumento el numero de ovulos por ciclo (Gasco y col., 2008), ni afecto el
desarrollo normal de los embriones preimplantacionales (D’Arrigo y col.,
2004). Sin embargo, el extracto acuoso de maca aumentoé el numero de crias
respecto al grupo control. Lo mismo se ha observado en cobayos tratados
con 90 g de maca/dia durante 100 dias (Alvarez, 1993). En ratonas, la maca
no afectd los niveles séricos de estradiol, pero aumentoé los niveles de
progesterona (Oshima, 2003). En ratas normales y ovariectomizadas se
redujeron los niveles de estradiol por efecto de la maca y aumentaron los
niveles de progesterona (Meissner y col., 2006). Sin embargo, en mujeres
perimenopausicas y en posmenopausicas se observo una elevacion en los
niveles de estradiol (Meissner y col., 2006). Estos resultados dan cierto aval
al uso de la maca para aliviar los sintomas perimenopausicos.

A nivel central, se encontr6 que la maca tiene efectos sobre la
memoria, la depresion y la ansiedad. La maca negra tuvo el mejor efecto
sobre el aprendizaje espacial en ratonas ovariectomizadas; también revirtio
el dano cognitivo inducido por la escopolamina en ratones macho, modelo

que imita de manera aguda la enfermedad de Alzheimer (Voronina y col.,
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2009). En este aspecto, se demostré que la maca inhibi6é la actividad de la
acetilcolinesterasa, sin modificar los niveles de monoamino oxidasa (Rubio y
col., 2007). En ratas se observo que el extracto pentanico presentaba una
potencial aplicacion como neuroprotector en ratas con infarto cerebral por
oclusion de la arteria cerebral media (Pino-Figueroa y col., 2010). En
humanos, la maca redujo los puntajes de depresion y ansiedad en varones
adultos aparentemente sanos (Gonzales y col., 20006). Igualmente, la maca
(3.5 g/dia) durante seis semanas en mujeres posmenopausicas redujo los
sintomas psicologicos, incluyendo ansiedad y depresion (Brooks, 2008).

En cuanto a la actividad energizante, el extracto lipidico soluble de
maca amarilla (100 mg/kg) aumento la resistencia fisica un 40% en tres
semanas y el extracto hidroalcoholico de maca negra la increment6é mas de
500% (Choi y col., 2012). En humanos, el extracto de maca obtenido de
raices colectadas del Cerro de Pasco y procesadas, administrado por 14 dias
mejoro el tiempo de rendimiento en una carrera de ciclismo de 40 km
comparado al valor basal (Stone, 2009). Ademas, en diez futbolistas
profesionales que tomaron 1500 mg de concentrado de maca fresca por dia,
durante 60 dias, se encontré un incremento en promedio de 10.3% en el
consumo de oxigeno respecto a la condicion previa (Ronceros y col., 2005).

En un modelo de hiperplasia prostatica benigna (HPB) inducida por
enantato de testosterona en ratas, un extracto acuoso liofilizado de maca
roja fue capaz de revertir el crecimiento prostatico, con patron dosis—
respuesta. Esto es aparentemente sin actuar sobre la 5-alfa-reductasa, sino
probablemente dentro de la célula en factores de transcripcion o en la via

estrogénica (Gasco y col., 2007).
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Considerando los efectos en modelos de osteoporosis, en ratas
ovariectomizadas tratadas con extractos etanolicos de maca a dosis oral de
0.24 g de extracto/kg durante 28 semanas, se encontro prevencion de la
pérdida o6sea (Zhang y col., 2006). Se indicé que la maca roja y la maca
negra, pero no la amarilla, presentan efecto sobre la osteoporosis, similar al
estradiol (Gonzales C y col., 2010).

A diferencia del estradiol, ninguno de los tratamientos con las tres
variedades de maca incremento el peso uterino, lo que sugiere que la maca
tiene una accion especifica sobre el hueso (Gonzales C y col., 2010). Es bien
conocido que el estradiol actia en dos receptores genomicos, alfa y beta, y
uno no genémico mediado por proteina G. El receptor beta de estradiol es el
responsable de la inhibicion de la resorcion Osea, y no esta mayormente
expresado en el utero (Harris, 2007). Esto sugiere que la maca podria activar
receptores beta estrogénicos para prevenir la osteoporosis.

Un estudio en los Andes centrales muestra que los consumidores de
maca tienen menos tasas de fractura que aquellos de la misma zona que no
consumen maca (Gonzales C, 2010), corroborando los resultados
experimentales encontrados en animales (Gonzales GF, 2010).

En pacientes con sindrome metabdlico, la administracion de maca en
dosis de 0.6 g/dia durante 90 dias incrementé moderadamente la enzima
aspartato aminotransferasa (AST) y la presion arterial diastoélica (Valentova y
col., 2008). Esto no ha podido ser confirmado en otros estudios que
muestran que la maca reduce la presion arterial tanto sistélica como
diastolica (Gonzales y col., 2005 y 2006; Gonzales, 2010, Ranilla y col.,

2010). Esto puede deberse al alto contenido en potasio (Valerio y Gonzales,
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2005) o a la actividad inhibidora de la enzima conversora de angiotensina
descrita in vitro (Ranilla y col., 2010). Igualmente, en estudios
experimentales en animales hipercolesterolémicos la maca no solo no es
toxica, sino que protege mejor que la atorvastatina contra el dano hepatico

de la hipercolesterolemia (Oré y col., 2004).
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Fisiopatologia de la isquemia y reperfusion cardiaca

Fisiologia del ciclo de contraccion-relajacion

El corazon regula su contraccion a través de la longitud diastolica de
los miofilamentos y su sensibilidad al Ca?*, y ademas de la cantidad de Ca?*
que los alcanza. Es bien conocido que el miocardio depende del Ca2*
extracelular para poder contraerse a través de un sistema de amplificacion
de la senal: liberacion de CaZ2* inducida por Ca2*.

Cuando el miocardio esta en reposo (diastole) todos los
compartimentos intracelulares estan en equilibrio con una concentracion de
Ca?* citosolica de 0.1 umol/l, mientras la lamina externa del sarcolema (SL)
esta en equilibrio con una [Ca?*']o de 1.8 mmol/]l (extracelular). Esta
diferencia se mantiene por el continuo funcionamiento de los transportes de
remocion de Ca?*, sean activos primarios como las bombas de Ca?* del
reticulo sarcoplasmico (SERCA2a, que mueve 2 Ca?*/ATP) y del sarcolema
(mueve 1 Ca2*/ ATP), o secundario como el intercambiador Na por Ca (NCX)
acoplado a la Na,K-ATPasa (Bers, 2001).

Durante la fase 2 del potencial de accion (PA) el Ca?* ingresa a la célula
a través de los canales de Ca?* tipo L y dada la cercania espacial activa la
apertura de los canales de Ryanodina (RyR2), por lo cual se dispara la
liberacion de CaZ2* del reticulo sarcoplasmico (RS).

El canal RyR2 es capaz de liberar pequenos cuantos de Ca?* aun en el
reposo diastélico, que se denominan “sparks” (chispas) y cuando se activa la
corriente ICa 1, muchos sparks se sincronizan para formar ondas de CaZ2*

(“waves” que recorren longitudinalmente al cardiomiocito (Mattiazzi y col.,
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2015). El Ca?* liberado en ondas sincronicas se suma temporal y
espacialmente para dar un “transitorio” de Ca2* (“transient”).

El transitorio de Ca?* llega a los miofilamentos para enlazarse a la
troponina C (TnC) en una reaccion exotérmica, y activar la contraccion. El
complejo troponina (T, I y C) con tropomiosina sufre un cambio
conformacional por el que Tn-I libera el sitio activo de la molécula de actina,
se forma el puente actinomiosinico y se activa la ATPasa de la cabeza de
miosina, que produce la energia libre necesaria para el deslizamiento de los
miofilamentos actomiosinicos, responsables de la contraccion.

Simultaneamente, parte del Ca2* del "cleft" es removido de la célula
por moléculas del intercambiador NCX (acoplado al gradiente de la Na,K-
ATPasa), lo cual reduce inicialmente el nivel de Ca?2* citosodlico. Por otro lado,
se recapta Ca?' por la Ca?*-ATPasa del RS (SERCA2a) (estequiometria 2
Ca2*/ATP) de manera proporcional a la cantidad liberada previamente del
mismo (Bers, 2001). Otra pequena parte es captada por las mitocondrias
mediante el uniporter de calcio (UCam) que permite la captacion dependiente
del gradiente electroquimico de la membrana mitocondrial interna (AWm de
-180 mV). De esta forma, la captacion de Ca?* mitocondrial genera un
consumo de oxigeno, ya que se mueven 1 Ca?* por cada 2 H* y 12 H* por Oz
en la cadena respiratoria (Curtin y Woledge, 1978). La concentracion de Ca2*
libre en la matriz mitocondrial ([Ca2*]m) esta principalmente regulada por la
extrusion a través de otro intercambiador de Na* por Ca?* ubicado en la
membrana interna mitocondrial (mNCX) (Gunter y col., 2000). Este es
dependiente del nivel de Na* citosolico, mientras el uniporter responde a los

pulsos de Ca?* citosdlico (Liu y O'Rourke, 2008). La [Ca?*|m oscila en picos

29



que resultan proporcionales al transitorio citosélico (Liu y O'Rourke, 2008).
La [Ca?*|m resultante es capaz de activar a tres de las enzimas del ciclo de
Krebs en modo proporcional: piruvato deshidrogenasa, isocitrato-
deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa (Crompton, 1990). De esta
manera, la captacion de Ca2* mitocondrial produce un acoplamiento entre el
consumo y la resintesis de energia quimica (ATP) en el cardiomiocito.

Una vez inactivados los canales de Ca?* tipo L se logra el predominio
de la remocion citosodlica por sobre el influjo y liberacion, con lo cual
desciende la [CaZ?']i, y se induce la disociacion del Ca2* de la TnC. En
presencia de ATP, que reemplaza al ADP de la cabeza de miosina, ocurre la
relajacion por ruptura de los puentes actomiosinicos. Todas esas etapas de
hidrolisis del ATP constituyen reacciones exotérmicas, que contribuyen al
flujo de calor total del miocardio. La Figura 6 representa los mecanismos de

acoplamiento excitacion-contraccion-relajacion miocardico.

Figura 6: Esquema del ciclo de contraccion- relajacion cardiaca.
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Fisiopatologia de la isquemia y reperfusion

Las enfermedades cronicas cardiovasculares son las mas frecuentes
entre las causas de muerte. En particular el angor es un factor de riesgo
importante, que puede acentuarse por la presencia de otros estados cronicos
predisponentes como las alteraciones hormonales postmenopausicas. La
angina de pecho, o angor, es el resultado de la isquemia miocardica,
generada por un desequilibrio entre la oferta de oxigeno a través del flujo
sanguineo coronario y la demanda de oxigeno del miocardio. La causa mas
comun de angor es el “sindrome agudo coronario” debido a ateroma o a
vasoespasmo coronario, al cual predisponen la edad, las hiperlipidemias y la
deficiencia estrogénica en mujeres (Korcick y Lancaster, 2013).

La isquemia miocardica (I) ocurre cuando el flujo sanguineo hacia el
corazon es disminuido o suspendido, de forma tal que disminuyen tanto el
aporte de nutrientes como el de oxigeno hacia el musculo cardiaco
(Halestrap y col., 2007). La disfuncion se desarrolla principalmente en la
reperfusion (R), con un dano funcional mas o menos severo al miocardio,
que sera reversible o irreversible dependiendo de la duracion de la isquemia
(Bernardi y Di Lisa, 2015). La I/R ocurre bruscamente en patologias como el
angor inestable (por vasoespasmo) y el angor silente (en el sueno). También
puede ser provocada como correccion con anticoagulantes de un ataque
anginoso, y cuanto mas tarde se intervenga menor es la posibilidad de
recuperacion miocardica. Por todo esto, es importante encontrar una

farmacologia preventiva a emplear ante los primeros indicios de riesgo
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isquémico. La fitoterapia provee un modo sencillo de prevenir patologias, en

el caso de que se determine la actividad beneficiosa.

Homeostasis de calcio durante la isquemia y la reperfusion

El corazon bien oxigenado presenta una homeostasis de calcio y sodio
dependientes del ATP continuamente resintetizado a nivel mitocondrial, lo
cual permite la funcion normal de contraccion y relajacion de sus fibras.
Bajo condiciones normales, el calcio continuamente se cicla entre el reticulo
sarcoplasmico (RS), el citosol y las mitocondrias. El calcio es bombeado al
RS por la SERCA2a y liberado por los canales de Ryanodina. El calcio entra
a las mitocondrias por el uniporter de Ca (UCam) y se libera por el
intercambiador mNCX. Esta conexion cercana entre el RS, citosol y
mitocondrias permite que las senales de calcio no solo realicen un fino
ajuste del metabolismo celular sino que también modulan la apoptosis. El
contenido de calcio del RS determina la sensibilidad de la célula al estimulo
apoptotico (Demaurex y Distelhorst, 2003).

La hipoperfusion o la isquemia disminuyen el oxigeno disponible en el
cardiomiocito, promoviendo una serie de danos que dependiendo de la
duracion de la isquemia, pueden oscilar entre el atontamiento severo y el
desarrollo de mecanismos de muerte celular, como apoptosis, necrosis o
autofagia (Murphy y Steenbergen, 2008). La reperfusion es la etapa en la
cual se desencadenan estos mecanismos de disfuncion, que llevan al corazon
hacia la reduccion o a la pérdida de la funciéon contractil y al infarto (Bolli y

Marban, 1999).

32



El corazon atontado (o “stunned”) se define como aquél que luego de
sufrir un episodio de isquemia transitoria, recupera parcialmente su
contractilidad durante la reperfusion sin desarrollar infarto significativo. Es
la disfuncién mecanica que persiste después de la reperfusion a pesar de la
ausencia de dano irreversible y de la restauracion del flujo coronario normal
o casi normal (Bolli y Marban, 1999). Esta disfuncion no es usualmente un
problema grave en la clinica médica debido a que desaparece
espontaneamente después de revertir una oclusion coronaria y responde
positivamente al uso de agentes inotropicos.

En cambio, episodios mas prolongados de isquemia promueven
durante la reperfusion la apoptosis y muerte del tejido miocardico, con
pérdida irreversible de la funcion contractil en regiones del corazon de

variable extension.

cQué ocurre en la isquemia?

Cuando los cardiomiocitos dejan de recibir oxigeno por el corte de la
perfusion se interrumpe la respiracion aerdbica, ya que falta el aceptor final
de la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Esto afecta el
gradiente en la membrana interna mitocondrial y el acoplamiento con la
F1FoATP-sintasa, con la consecuente disminucion de la produccion de ATP.
Incluso las mitocondrias trabajan para restablecer el AWm revirtiendo la
funcion de la Fi1FoATP-sintasa que pasa a funcionar en forma reversa
hidrolizando ATP (Baines, 2009). Durante la isquemia, la matriz mitocondrial
se contrae debido a la reduccion de su gradiente electroquimico (AWm), lo

cual causa la reciproca expansion del espacio intermembrana, y resulta en

33



una aumentada permeabilidad de la membrana externa al ADP y ATP, y
promueve la rapida hidrolisis del ATP celular en las mitocondrias (Dos
Santos y col., 2002). A consecuencia de esto, el ATP pasa a ser sintetizado
solo por la via anaerdbica, con lo cual se genera acido lactico que acidifica al
citosol (Halestrap y col., 2004). La acidosis disminuye el acoplamiento
actomiosinico, lo cual contribuye a la caida de la fuerza de contraccion.

Otro factor que reduce rapidamente la fuerza contractil durante la
isquemia es que se afecta el influjo de Ca?* a través de los canales L, debido
a la activacion de canales de K* sacolemales (Karp). Estos canales se activan
cuando los niveles de ATP se reducen, provocando que la fase 2 del potencial
de accion se acorte (Cole y col., 1991).

Normalmente la Na,K-ATPasa elimina sodio citosolico y genera el
gradiente que impulsa a otros intercambios idnicos como el intercambiador
sodio por proton (NHE) y el intercambiador sodio por calcio (NCX). La
reduccion de los niveles de ATP por isquemia frena a la bomba, y reduce el
gradiente para el NHE, lo que provoca acumulacion citosodlica de protones,
agravando la acidosis (Murphy, 1991). También reduce el eflujo de CaZ?*
mediante el NCX, por lo cual después de algunos minutos de isquemia se
produce un aumento del tono diastolico (contractura).

Por otra parte, la falta de ATP reduce la recaptacion de calcio por la
SERCA?2 y el eflujo por la Ca?*-ATPasa sarcolemal, mientras que en el caso
de un muy reducido gradiente electroquimico de sodio podria inducir que el
NCX funcione de forma reversa (Imahashi y col., 2005). Todo esto genera un
aumento del calcio citosélico que contribuye a la contractura (aumento en

LVEDP) tipica de la isquemia.
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cQué ocurre en la reperfusion?

Durante el inicio de la reperfusion el Oz aumenta, por lo que se
restaura el metabolismo mitocondrial, y se recupera el nivel de sintesis de
ATP. En consecuencia, se reactiva la Na,K-ATPasa y el pH también se
normaliza rapidamente por eflujo de H* en intercambio con Na* via NHE. Sin
embargo, el consecuente incremento de la concentracion de sodio citosélico
reduce aun mas el eflujo de Ca?* por el NCX, o lo revierte generando el
influjo de Ca?*, lo cual produce un rapido incremento de la contractura
(Schafer y col., 2001). En corazones de raton se ha encontrado que en la
reperfusion se produce una rapida liberacion de Ca2* del RS que es
proporcional a su contenido, por lo que se alcanza una alta concentracion de
calcio citosolico, se reclutan mas cabezas de miosina y el cardiomiocito se
contractura (Valverde y col., 2010).

El exceso de calcio citosolico hace que las mitocondrias capten mas
calcio y se genere la disfuncion por activacion de los mecanismos de
apoptosis (Murphy y Steenbergen, 2008). Esta bien establecido que un alto
nivel de Ca?* citosolico promueve la sobrecarga de Ca2* mitocondrial (Motegi
y col., 2007), lo cual dispara la activacion del poro de transicion de
permeabilidad (mPTP) (Bernardi y Di Lisa, 2015). Por otra parte, en la
reperfusion posterior a una isquemia prolongada se activan cascadas
intracelulares pro-apoptoticas (Salas y col., 2010). Ademas, en la I/R suele
ocurrir un dano oxidativo con aumentada produccion de radicales libres, a
nivel intracelular o por factores externos como fagocitos y células

endoteliales, y disminucion de los mecanismos celulares de defensa (Misra y
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col., 2009). La reoxigenacion durante la reperfusion puede activar una
mayor produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y disparar
mediadores para la apoptosis (Misra y col., 2009; Halestrap, 2009). Los ROS
producidos durante la reperfusion representan la principal causa de injuria,
ya que son producidos a nivel de los complejos I, II y III de la cadena
respiratoria y afectan la integridad y la actividad respiratoria mitocondrial
(Halestrap y col., 2004). Ademas, el exceso de ROS disminuye la actividad de
la Ca2* ATPasa del RS, la cual juega un rol crucial en el manejo del Ca2?*
cardiaco (Misra y col., 2009). Hay una interrelacion entre las sobrecargas de
Ca2* y de ROS como disparadores de la disfuncion post-isquémica (Garlid y
col., 2009).

La produccion de ROS puede ser reducida mediante intervenciones
antioxidantes como las vitaminas E (alfa-tocoferol) y C (acido ascoérbico), y
suplementos alimenticios antioxidantes como la yerba mate (Schinella y col.,
200595), el té verde (Bordoni y col., 2002) y el vino tinto (Mosca y col., 2001).

La sobrecarga de Ca?* mitocondrial puede ser prevenida por reduccion
de la captacion mediada por el UCam. La forma mas documentada de
reducir la captacion es por la activacion de los canales de K* dependientes de
ATP ubicados en la membrana interna mitocondrial (mKATP). La
disminucion de la disponibilidad de ATP abre dichos canales, el ingreso de
K* disipa la diferencia de potencial, y ello reduce el gradiente para el ingreso
de calcio por el UCam. En consecuencia, la apertura de los mKATP protege a
las mitocondrias de la sobrecarga de calcio. El diazoxido es un abridor de los
canales mKATP, siendo 2000 veces mas potente para activar el canal

mitocondrial que el sarcolemal en miocitos cardiacos (Garlid, 2000; Garlid y
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col., 2009). Ademas, el influjo de K* mantiene el volumen de la matriz
mitocondrial, el volumen del espacio intermembranoso y disminuye la
permeabilidad de la membrana externa mitocondrial al ATP y al ADP (Costa
y col., 20006).

Los canales KATP son bloqueados por sustancias como la
glibenclamida o el 5-hidroxidecanoato (5-HD), siendo sélo el 5-HD selectivo
por el mKATP (Garlid y col., 1997; Murata y col., 2001). El uso de abridores
del mKATP como el diazoxido ha sido mostrado como protector del dano
observado en el corazon por modelos de I/R (Iwai y col., 2000; Carreira y
col., 2005). Esta proteccion fue revertida en todos los casos por 5-HD.
Considerando que el diazoxido y el 5-HD son selectivos por los mKATP el
efecto cardioprotector fue adjudicado a la apertura de los mismos (Bernardi,
1999). Ademas de sus efectos sobre el mKATP, tanto el diazoxido como el 5-
HD tienen efectos sobre el metabolismo mitocondrial (Hanley y col., 2002;
Hanley y col., 2003). Mientras el diazoxido inhibe la cadena transportadora
de electrones por inhibir a la succinato deshidrogenasa; el 5-HD actua de
sustrato para la Acil-CoA-sintetasa, produciendo un compuesto que puede
actuar como sustrato para la Acil-CoA deshidrogenasa o inhibir esta enzima
interfiriendo en la B-oxidacion (Hanley y col., 2002 y 2003). Sin embargo,
estos efectos no opacan la accion inhibitoria del 5-HD sobre la
cardioproteccion promovida por la apertura de los mKATP. Esta previene la
hidrolisis del ATP mitocondrial (Costa y col., 2006) y la sobrecarga de Ca?*
por disminuir el AWm, que reduce la fuerza impulsora para el influjo de Ca?*

a través del UCam (Ishida y col., 2001; Murata y col., 2001).

37



Energética en la isquemia y reperfusion

El corazon puede convertir energia quimica en trabajo (acortamiento) y
calor. En las condiciones isovolumétricas no hay trabajo, pero si
acortamiento de fibras para desarrollar tension o presion intraventricular, y
mantenimiento de gradientes i6nicos y movilizacion transitoria de Ca?* para
activar la contraccion (Gibbs, 1979). El flujo de calor liberado por el corazén
aislado latiendo es producido por las reacciones exotérmicas de hidrolisis del
ATP necesario para el acoplamiento actomiosinico, y para los transportes
activos primarios (Ca-ATPasas del reticulo sarcoplasmico y del sarcolema
que remueven el Ca?" activador de la contraccion, y Na,K-ATPasa para
mantener el gradiente electroquimico de la célula en reposo). A este ultimo
gasto energético del gradiente de Na* se acoplan los transportes secundarios
que participan en la homeostasis de Ca?* y H* (NCX, NHE, mNCX). Ademas,
la union del Ca?* a la TnC es exotérmica. La fraccion de calor vinculada a
todos estos eventos del ciclo de contraccion-relajacion se denomina “calor
activo”, y posee los componentes dependiente e independiente de tension
(Gibbs y col., 1988; Ponce-Hornos y col., 1995). Por otra parte, cuando el
corazon esta en su fase diastdlica también libera un flujo de calor
denominado “flujo de calor de reposo” que depende de la actividad basal
metabolica para mantener el gradiente ionico de Na* y Ca?* en ausencia de
contraccion (Gibbs, 1979). Es posible comparar el flujo de calor medido con
el equivalente energético para la hidrolisis y resintesis del ATP a partir de su
entalpia (80 kJ/mol de ATP) (Gibbs, 1979). La actividad mitocondrial,

asociada al metabolismo aerébico, es una parte importante del flujo de calor
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miocardico, tanto en reposo como durante la actividad contractil
estacionaria, debido a que el corazon debe resintetizar continuamente el ATP
consumido en su ciclo. Por ello ese flujo de calor se asocia al metabolismo
aerobico acoplado a la fosforilacion oxidativa (Fi1FoATP-sintasa para la
resintesis de ATP). Pero también existe una fraccion de calor asociada al
metabolismo necesario para mantener el gradiente electroquimico
mitocondrial y los movimientos de calcio a través de la membrana interna
mitocondrial, que en ciertas situaciones puede desacoplarse de la
fosforilacion oxidativa (Consolini y col., 1997). Por ello en situaciones de
sobrecarga de calcio mitocondrial como en la I/R se produce un aumento
importante en el flujo de calor total con una reducida fuerza contractil
(Consolini y col., 2007). Las mitocondrias pueden controlar su nivel de Ca?*
intramitocondrial para regular la actividad enzimatica metabdlica y
adaptarla a la demanda citosolica (Gunter y col., 2000). El mantenimiento de
la [Ca?*|m, regulada por la captacion mediante el uniporter de calcio (UCam)
y la extrusion de Ca?* por el mNCX, genera un gasto energético metabodlico
cuyo equivalente es 477 kJ/mol oxigeno (Curtin y Woledge, 1978).
Considerando que se mueven 12 H* por Oz y 1 Ca?" por cada 2 H*, el
equivalente energético es de unos 79.5 kdJ/mol de Ca?* movilizado en las
mitocondrias. Asi, a través del Ca?* las mitocondrias regulan indirectamente
la actividad metabdlica asociada a la demanda cardiaca (Kiriazis y Gibbs,
2000). En contraste, bajo condiciones de sobrecarga de Ca?* tales como las
inducidas por hipoxia severa o isquemia prolongada, los transportadores de

Ca?* mitocondriales pueden contribuir a la injuria celular por activacion del
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poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP) y pérdida de
sustratos.

La energética juega un rol esencial en el dano postisquémico, y la
metodologia que la estima es muy sensible para detectar alteraciones
durante la I/R. El miocardio debe resintetizar continuamente el ATP
consumido en el mantenimiento de la homeostasis de Ca?* y en la
contraccion durante el mismo ciclo cardiaco, a partir del metabolismo
aerobico mitocondrial, exotérmico y claramente deficiente en la isquemia.
Por ello, la calorimetria es una metodologia valida para evaluar la energética
cardiaca, y las alteraciones de diversa magnitud en los procesos de isquemia
y de recuperacion contractil y funcional del corazon (Gibbs, 1979; Gibbs y
col., 1988; Ponce-Hornos y col., 1982). El sistema calorimétrico de flujo para
corazones enteros (de rata, raton o cobayo) permite la evaluacion simultanea
de contractilidad y flujo de calor continuamente, tanto durante la perfusion,
como en el cese de la misma (isquemia) y la reperfusion. El corazon aislado
perfundido es un modelo ex vivo que permite evaluar la respuesta integral
del organo a la isquemia, condicion imposible de mimetizar con
preparaciones mas simples, como trabéculas, papilares o cardiomiocitos
aislados. Es posible estimar el flujo de calor total continuamente, ya sea
previo a la isquemia o durante ella y en la reperfusion, considerando los
diferentes factores de calibracion del equipo, o conversion de la senal
eléctrica registrada (en mVoltios) ante una potencia constante en flujo de
calor (en mWatts o mJdoules/s), estimados en presencia y en ausencia de
perfusion. En estos protocolos se registra el flujo de calor total (Ht, en

mdJ/s/g), y no es posible registrar el flujo de calor de reposo (Hr) porque éste
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también varia con la I[/R. En consecuencia, no es posible calcular la energia
o calor activo (Ha en mdJ/g) correspondiente solo a la contracciéon. La
energética medida como flujo de calor total, combinada con herramientas
farmacologicas para bloquear o estimular ciertos transportadores celulares,
permiten evaluar la participacion de los sistemas in situ en condiciones

funcionales fisiopatologicas como la I/R.
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Vias que conducen a la cardioproteccion frente al dafno isquémico

Si bien muchas vias celulares participan en la cardioproteccion en I/R,

se describen aquellas que fueron evaluadas en esta Tesis.

Rol de la PKC (Proteina quinasa C)

La proteina quinasa C (PKC) fue la primera quinasa estudiada en
detalle en los modelos de I/R y proteccion del dano cuando se realizaba el
precondicionamiento isquémico (PC), consistente en la aplicacion de breves
episodios isquémicos repetidos antes de la isquemia prolongada. Existen
isoformas de la PKC: dependientes de Ca?* (a, p y y), Ca?* independientes (1,
0, 6 y PKCg) y atipicas o independientes del diacilglicerol (DAG) (Armstrong,
2004). La translocacion de las varias PKC a la membrana inducida por
isquemia fue determinada por ensayos de actividad de proteina quinasa en
varias especies. El rol de la PKC en la cardioproteccion se evidencio a través
de ensayos con inhibidores selectivos en el modelo de PC (Simkovich y col.,
1998; Liu y col., 1994). La contribucion de la isoenzima PKCe resulto ser la
mas importante en la cardioproteccion frente a la I/R, ya que incrementoé la
funcion cardiaca y disminuy6 el tamano del infarto (Inagaki y col., 2003].
Ademas, ratones knock-out de PKCe perdieron la cardioproteccion, no asi
con otras isoenzimas (Saurin y col., 2002). Se encontré que la translocacion
de la PKCe ocurre durante la isquemia pero no durante la reperfusion (Albert
y Ford, 1999).

La activacion de la PKCe tiene un rol importante en la cardioproteccion

segun ha sido demostrado en muchos estudios. Es variable la via de
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activacion de la PKC, encontrandose interacciones con otras quinasas. Por
ejemplo la wortmanina (selectivo inhibidor de la fosforilacion de PI3K/Akt)
bloqueo la translocacion en el PC, lo que sugiere que la PKCe es activada por
la via de PI3K (Tong y col., 2004). Por otro lado, la PKC también fue activada
por donores de oxido nitrico, NO (Ping y col., 1999). El NO contribuye a la
nitracion de tirosina y activacion de la PKCe (Balafanova y col., 2002). Por
otra parte, se describio que la eNOS puede ser fosforilada y activada por Akt,
lo que también sugiere que la activacion de la PKCe seria posterior a la del
PIBK (Tong y col., 2000). Es conocido que el NO también activa a la
guanilato-ciclasa (GC) la cual a su vez puede activar a la PKCe mitocondrial
(Costa y col., 2005). Ademas, la PKCe parece ser activada por los ROS
generados durante los breves ciclos de I/R en el caso del PC (Baines y col.,
1997).

Los blancos de la PKCe que podrian mediar la cardioproteccion son: la
formacion de un complejo de senalizacion mitocondrial localizado con
proteinas quinasas mitogenas (MAPKs) (Costa y col., 2005); aumento de la
fosforilacion de la ERK mitocondrial; y fosforilacion de la proteina VDAC del
mPTP (Baines y col., 2002), aunque el efecto funcional de esto no ha sido
explorado. La PKC es capaz de activar a los canales mitocondriales de K*
dependientes de ATP (mKATP) (Liu y col., 1996). Estos han sido co-
purificados juntos, sugiriendo que estan asociados en un complejo de
senalizacion mitocondrial (Andrukhiv y col., 2006). El flujo de K* fue
reducido por fosfatasas sugiriendo que la fosforilacion por PKC es la que
activa a los canales mKATP, mediante fosforilacion de residuos de serina y

treonina (Murphy y Steenbergen, 2008). Esto causa el ingreso de K*, que
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disipa el gradiente mitocondrial con la consecuente disminucion de la
entrada y sobrecarga de calcio durante la reperfusion. De esta forma, se
previene la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
(mPTP), que causa la pérdida del citocromo C, creatina-quinasa y otras
proteinas mitocondriales que disparan la apoptosis celular (Halestrap y
Brenner, 2003; Di Lisa y Bernardi, 2006). En esta tesis, para evidenciar si
las PKC participan en la cardioproteccion se utilizoé celeritrina, un inhibidor

isoenzima no-selectivo de las PKC (Lu y col., 2001).

Rol de los canales mitocondriales de potasio dependientes de ATP
(mKATP)

El canal mKATP esta involucrado en la regulacion del volumen de la
matriz mitocondrial, de forma secundaria a la entrada obligada de agua que
acompana el flujo neto de K* y aniones (Kowaltowski y col., 2001). Costa y
col. (2006) mostraron que el influjo de K* fue aumentado por diazoxido e
inhibido por ATP, ademas de que tanto el diazoxido como la valinomicina
(ionoforo de K* desacoplante) causaron alcalinizacion de la matriz e
hinchamiento o “swelling” (Garlid y col., 1997). El hecho de que los canales
mKATP regulan el volumen mitocondrial bajo condiciones fisiologicas sugirio
que éstos podrian tener una funcion importante en la I/R (Liu y col., 2010).
Durante la isquemia, la matriz se contrae debido a la reduccion de su AWm,
lo cual causa reciproca expansion del espacio intermembrana y afecta a la
F1FoATP-sintasa. En cambio, la apertura de los mKATP aumenta la
conductancia al K* para mantener el volumen de la matriz y del espacio

intermembranoso, y reduce la hidroélisis del ATP por la Fi1FoATP-sintasa
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mitocondrial en la isquemia, preservando el ADP para la reperfusion (Dos
Santos y col., 2002; Costa y col., 2006; Liu y col., 2010) y la excesiva carga
de Ca?* de la mitocondria. Mientras el diazéxido abre a los canales mKATP, el
acido 5-hydroxidecanoato (5-HD) lo inhibe (O'Rourke, 2004). En el
precondicionamiento, el canal mKATP es activado por NO y PKCg; sugiriendo
que el NO activa la GC la cual conduce a la activacion de la PKCe que es la
que fosforila y asi activa a los canales mKATP, conduciendo a la
cardioproteccion (Xu y col., 2002), pero ésta es inhibida por el 5-HD. Como
se explico anteriormente, la proteccion por activacion de los mKATP en la I/R
es debida a que reduce la captacion y sobrecarga mitocondrial de Ca?* en la
reperfusion, que podrian conducir a la apertura del mPTP y disparar los
mecanismos de muerte celular (Murata, 2001). Ademas, la activacion de los
canales mKATP podrian liberar una pequena cantidad de ROS (Pain y col.,
2000) que reforzaria la activacion de la PKCe y por lo tanto amplificaria las
senales de cardioproteccion. Considerando que la maca posee isoflavonas, y
que una de ellas, la genisteina demostré activar a los mKATP (Colareda y
Consolini, 2018; Colareda y col., 2020), se evaluo su rol inhibiéndolos con 5-

HD en esta tesis.

Rol de la NO-sintasa (eNOS)

La oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) sintetiza NO, un importante
mediador de la cardioproteccion (Jones y Bolli, 2006). La produccion de NO
por la eNOS, puede ser activada por la Akt que fosforila a la eNOS. Ademas,

durante la isquemia con bajo pH intracelular y bajo oxigeno, el NO puede

45



también ser generado a partir del nitrito por la desoximioglobina o la xantina
oxidoreductasa (Duranski y col., 2005; Li y col., 2001; Shiva y col., 2007). El
nitrito reduce el dano por I/R (Duranski y col., 2005). Sin embargo, se ha
descripto que el NO ejerce dos funciones opuestas en la disfuncion
isquémica cardiaca dependiendo de su concentracion. Altos niveles de NO
producidos por la NO-sintasa inducible (iINOS) promueven la apoptosis,
mientras los bajos niveles de NO producidos por la isoenzima endotelial
(eNOS) mejoran la cardioproteccion (Razavi y col., 2005).

La eNOS produce NO y este incrementa la actividad del canal mKATP
(Sasaki y col., 2000). Se ha encontrado que los efectos del NO en el mKATP
son mediados por la proteina quinasa G (PKG) y la PKCe. La eNOS genera
NO, el cual activa a la GC, el GMPc generado activa a la PKG y ésta a su vez
activa a la PKCe mitocondrial, resultando en la fosforilacion y apertura de los
canales mKATP (Costa y col.,, 2005). También el NO puede realizar
modificaciones post-traduccionales de proteinas por S-nitrosilacion. La S-
nitrosilacion es reversible y puede proteger grupos tiol de la oxidacion por
ROS, y por lo tanto protege del dano por I/R. La S-nitrosilacion puede alterar
la actividad de enzimas y transportadores. ElI NO también S-nitrosila al
complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial (Burwell y col., 2006). En
la isquemia-reperfusion, la inhibicion del complejo I puede reducir el dano
isquémico por ser productor de ROS (Chen y col., 2007). La inhibicion del
complejo I reduce la activacion del mPTP (Fontaine y col., 1998), aunque
parece ser perjudicial si se inhibe por mucho tiempo. Otro efecto de la S-
nitrosilacion por NO es inhibir el canal de Ca?2* tipo L (Sun y col., 2006), el

cual reduciria la excesiva entrada de Ca2* durante la isquemia. Estos efectos
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de induccion de eNOS y S-nitrosilacion son mayores en el género femenino
que en el masculino, y son activados por los estrogenos actuando en sus
receptores genomicos beta y no-genomicos (GPCR) (Sun y col., 2006; Shao y
col., 2016). Ademas, el NO inhibe la liberacion mitocondrial de citocromo C
al citosol, a través del mPTP (Razavi y col., 2005). El citocromo C en el citosol
forma parte del llamado aparato apoptosoma, que activa la via de las
caspasas y que lleva a la célula a la apoptosis (Green y Reed, 1998). E1 NO
también disminuye la apertura del mPTP via despolarizacion de la
membrana e inhibicion de la acumulacion de Ca?* (Brookes y col., 2000;
Razavi y col., 2005). Considerando que la maca posee isoflavonas, que
pueden actuar como fitoestrogenos, y que estas hormonas activan la via de
la NOS, en esta tesis se evaluo el rol de la NOS con L-NAME, un inhibidor de

las varias isoenzimas de NOS (Fukumoto y col., 2013).

Rol del intercambiador sodio por calcio mitocondrial (mNCX)

La captacion de Ca?* dentro de la mitocondria ocurre via el uniporter
mitocondrial de calcio (UCam), el cual usa la energia del potencial de
membrana mitocondrial (AWm). Durante la isquemia, se inhibe el transporte
de electrones por lo que se espera que la captacion de Ca?* dentro de la
mitocondria disipe el AWm y posteriormente limite la entrada de Ca2*. Por
otro lado, el Ca?* es extruido de la mitocondria en el intercambio por Na*
(mNCX) (Crompton, 1990; Cox y Matlib, 1993; Gunter y col., 1994). El nivel
de Na* de la matriz es regulado por el NHE mitocondrial y asi también el

gradiente de pH a través de la membrana mitocondrial interna. En la
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mitocondria energizada, el gradiente de Na* es dirigido hacia adentro
directamente y la [Na*]i es menor en la matriz (Donoso y col., 1992). Durante
la isquemia hay un pequenio incremento mitocondrial de CaZ2* que es
inhibido por clonazepam (un inhibidor del mNCX) lo que sugiere que el
mNCX opera en el modo reversa para incrementar el Ca2* en la matriz
mitocondrial (Griffiths y col., 1998). Esto sugiri6 que el gradiente de Na*
disminuye como resultado de la caida en el gradiente de pH y por lo tanto se
reduce la entrada a favor del gradiente de Na*, solo un aumento en el [Ca?*]i,
podria contribuir a la entrada de Ca?* dentro de la mitocondria por el mNCX.
Sin embargo, el clonazepam incremento la [Ca?*|] mitocondrial durante la
reperfusion, sugiriendo que cuando el gradiente de pH mitocondrial y el
gradiente de Na* son restaurados, el mNCX extrude Ca?* desde la
mitocondria (Griffiths y col., 1998). Se ha sugerido que el tratamiento pre-
isquémico con clonazepam prevendria la disfuncion por reducir la extrusion
de Ca?* hacia el citosol durante la reperfusion, el cual contribuye a la
contractura diastolica (Cox y Matlib, 1994). Por otra parte, se ha encontrado
mejoria de la recuperacion post-isquémica por clonazepam en un modelo de
atontamiento severo en rata. Sin embargo, en situacion de mayor
recuperacion postisquémica como es en el hipotiroidismo, el clonazepam
redujo la cardioproteccion dado que el aumento de la sobrecarga de Ca2?*
mitocondrial dispard la apertura del mPTP (Ragone y col., 2020). En esta
tesis se evaluo el rol del mNCX en la cardioproteccion de la maca,

inhibiéndolo con clonazepam.
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Flavonoides en la fisiopatologia de la isquemia y reperfusion

Todas las plantas poseen en su composicion quimica metabolitos
secundarios polifendlicos que tienen efectos sobre la salud. Se calcula que la
ingesta diaria de flavonoides seria aproximadamente entre S0 y 800 mg/dia
y que podrian tener una funcion protectora ante las enfermedades
cardiovasculares y coronarias (Pietta, 1999 y 2000). Se sabe que los
flavonoides tienen una buena capacidad antioxidante ya que pueden atrapar
radicales libres (que desencadenan procesos inflamatorios y oxidaciones) y
quelar metales con un bajo potencial rédox. El grado de actividad
antioxidante depende de la estructura quimica. Por ejemplo, los flavonoles
con un grupo catecol en el anillo B son mas antioxidantes que las
correspondientes flavonas. También se sabe que la glucosilacion de los
flavonoides disminuye la actividad antioxidante. Estas propiedades
antioxidantes son las que pueden justificar sus acciones vasodilatadoras y
vasoprotectoras, asi como las acciones antitromboéticas, antilipidémicas,
antiateroscleroticas, antiinflamatorias y antiapoptoéticas (Quiniones y col.,
2012).

Los flavonoides como silimarina, taxifolina y quercetina protegen a las
mitocondrias y a los microsomas de la peroxidacion lipidica (Middleton y
Kandaswami, 1994).

Los flavonoides presentan actividad antiinflamatoria por inhibir la
peroxidacion del acido araquidonico. Ademas, inhiben la catecol O-

metiltransferasa (COMT) y por consiguiente la duracion de la accion de las
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catecolaminas se encuentra prolongada (Bruneton, 1991; Martino y col.,
2000).

También, los polifenoles pueden modular la actividad de diferentes
enzimas, interfiriendo en sus mecanismos de senalizacion y procesos
celulares. Por ejemplo, las antocianinas delfindin—-3-O-sambubiosido y
cianidin-3-O-sambubiosido de Hibiscus sabdariffa han demostrado una
capacidad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), que
justificaria sus efectos vasodilatadores y cardioprotectores (Ojeda y col.,
2010).

Los flavonoides tienen un efecto vasodilatador mediado por Ila
produccion de oxido nitrico (NO), que suele ser dependiente del calcio
activador de la NO-sintasa. Se ha demostrado que el resveratrol y la
quercetina inducen un incremento de la concentracion intracelular de calcio
en las células endoteliales por inhibicion de canales de K* o por inhibicion de
las Ca?*-ATPasas del reticulo endoplasmatico (Martin y col., 2002). El
elevado nivel de calcio endotelial activa a la eNOS.

Ademas los flavonoides demostraron ser cardioprotectores en la I/R
con mecanismos tales como bloqueo del influjo de calcio, activacion de los
canales de K mitocondriales y estimulacion del metabolismo, los cuales
conducen a la reduccion de la sobrecarga de calcio mitocondrial (Testai,
2015).

Por otro lado, las isoflavonas poseen una estructura similar a la de los
estrogenos (Figura 7), por lo que pueden unirse a los receptores de

estrogenos. Se ha registrado una union de isoflavonas como genisteina a los
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receptores estrogénicos alfa y beta gendmicos y al no genémico GPCR

(Suetsugi y col., 2003). Debido a esto se clasifican como fitoestrogenos.

Figura 7: Comparaciéon de la estructura de estradiol con la estructura de

genisteina. Imagen realizada con el programa ChemDrawUltral0.0.
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Metabolismo de las isoflavonas

Las isoflavonas principales son daidzeina y genisteina, y se encuentran
ya sea como aglicona (forma no-conjugada) o como diferentes tipos de
conjugados glucésidos. Estos incluyen 6”-O-malonilglucosidos, 6”-O-
acetilglucosidos, y los beta-glucosidos de daidzeina y de genisteina
(Farmakalidis y Murphy, 1985). Las formas conjugadas son inactivas:
genistina, daidzina y glicitina, acetildaizida, acetilglicitina, malonilgenistina,
malonilidisina, y malonilglicitina. Estas formas inactivas glucosiladas tienen
baja biodisponibilidad y son poco activas en nuestro organismo.

Los conjugados glucosidicos individuales de las isoflavonas son

facilmente hidrolizados por las bacterias intestinales (Setchell y col., 1984).
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Las enzimas [-glucosidasas (glucéosido hidrolasas) son las encargadas de
hidrolizar a los glucosidos inactivos en el intestino delgado, los cuales son
liberados de su forma conjugada y transformados en agliconas (genisteina,
daidzeina y gliciteina) que son las formas mas activas de las isoflavonas. Las
agliconas mayoritarias de isoflavonas son la daidzeina (proveniente de la
daidzina) y la genisteina (proveniente de la genistina).

La daidzeina aun podra ser metabolizada en S-equol y 5-hidroxi equol
por la microbiota intestinal (Figura 8). Estos son los derivados que mejor se
absorben en el intestino y a los que se atribuye la mas alta actividad
biologica. También se puede metabolizar en O-desmetilangolensina (O-DMA),
una forma considerada inactiva (Figura 8).

La isoflavona equol fue observada incrementarse mucho en la
excrecion urinaria de varias especies animales y humanos que recibieron
proteina de soja en su dieta (Braden, 1967; Axelson, 1984). Daidzeina 7-O-
beta-D-glucosido fue aislado e identificado de la harina de soja, y puede
convertirse a equol-glucuronido (Axelson, 1984). La biotransformacion de los
fitoestrogenos ocurriéo por la microflora intestinal sobre los lignanos y los
glucosidos de isoflavona dietarios (Kurzer, 1995). La administracion de
antibioticos aboli6 esa formacion (Setchell, 1998). La incubacion de la
proteina vegetal con flora fecal humana cultivada resulté en la formacion de
equol (Setchell, 1984). El equol se hallo en altas concentraciones en la
sangre de vena portal de ratas y en la bilis, estableciendo la circulacion
enterohepatica de las isoflavonas (Sfakianos y col., 1997). Estudios de la
farmacocinética de genisteina en ratas confirmaron que al igual que los

estrogenos, las isoflavonas sufren la secrecion biliar (Sfakianos y col., 1997).
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Las isoflavonas en plasma y orina estan predominantemente
conjugadas con acido glucurénico y en menor extension con acido sulftairico
(Coward y col., 1996). La eficiencia de la conjugacion de isoflavonas es alta,
por lo cual circula una muy pequena proporcion de isoflavonas libres.
Aparecen en la sangre venosa portal derivados como enterolactona,
enterodiol, y equol predominantemente conjugados con acido glucurénico
(Axelson y Setchell, 1980), sugiriendo que la conjugacion de isoflavonas
puede ocurrir en la pared intestinal durante la absorcion. Esto fue
confirmado en las preparaciones de saco intestinal evertido de rata
(Sfakianos y col., 1997). Por ello, se concluyo que la conjugacion intestinal es
el sitio principal de glucuronidacion de las isoflavonas dietarias. La excrecion
de equol fue de 11 a 25 mmol/dia (3 a 7 mg/dia) después de la ingesta de 40
g de proteina vegetal de soja. Esto es varios ordenes de magnitud mayor que
la excrecion endogena de estrogeno.

Existe una alta variabilidad en la excrecion urinaria de isoflavonas en
humanos que consumen alimentos de soja (Kelly y col., 1993). Esto parece
ser debido a que un 30% de los sujetos fueron incapaces de biotransformar
daidzeina a equol (Setchell, 1984). Una relacion inversa existe entre la
excrecion de equol y daidzeina y O-desmetilangolensina (Figura 8), los
metabolitos de daidzeina (Bannwart y col.,, 1984). La transformacion
metabolica de las isoflavonas dietarias es compleja, e incluye varios
metabolitos difenolicos intermediarios de daidzeina y genisteina.

La flora intestinal humana puede degradar el nucleo de isoflavona a
fenoles mas simples. En ovejas, el p-etilfenol es el metabolito

cuantitativamente mas importante de genisteina (Lindsay y Kelly, 1970). Las
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concentraciones plasmaticas de daidzeina, genisteina, equol, y
desmetilangolensina fueron relativamente bajas. En administracion aguda
de soja las concentraciones en plasma de daidzeina, genisteina, y equol se
incrementaron hasta valores de 0.08 a 2.4 mmol/l (20 a 600 ng/ml) (Coward
y col.,, 1996). Enterolactona, enterodiol, y equol estuvieron presentes
principalmente como conjugados glucuronidos y algo menos como sulfatos
(Axelson y Setchell, 1980). Las concentraciones de isoflavonas no conjugadas

fueron relativamente bajas.

Figura 8: Daidzeina y el metabolismo intestinal al compuesto mas activo Equol
y al compuesto inactivo O-DMA. Imagen realizada con el programa

ChemDrawUltral0.0.
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Efectos de los metabolitos de isoflavonas

El equol fabricado en el intestino tiene efectos estrogénicos porque
tiene gran afinidad por el receptor beta estrogénico (ER-B), y a la vez,
también tiene efectos antiandrogénicos enlazandose a la dihidrotestosterona
(DHT) (Setchell y col., 2005). El equol tiene una vida media mas larga, es
mas biodisponible que las agliconas y aporta el mayor efecto antioxidante de
las isoflavonas. Entre los efectos benéficos a nivel cardiovascular del S-equol
se describen: efecto antioxidante, efecto antiinflamatorio por su afinidad con
el ER-B y modula la actividad de los factores de transcripcion inflamatorios
(NFKappa-beta), reduccion del riesgo a  sufrir enfermedades
cardiovasculares, aumento del metabolismo de los estrogenos (aumento de
los 2-OH-estrogenos y disminucion de los 4-OH y 16a-OHE1).

Las enzimas de la microbiota intestinal que hidrolizan las isoflavonas y
transforman las formas glucosiladas conjugadas inactivas (genistina,
daidzina y glicitina) en las formas agliconas activas (genisteina, daidzeina y
gliciteina) son las P-glucosidasas, producidas solo por ciertas bacterias
intestinales. También son producidas de forma natural por diferentes
plantas, y estan presentes en la soja, las almendras o en las semillas de la
manzana. Estas enzimas son la clave para que las isoflavonas puedan ser
activas y protectoras de la salud.

Por otro lado, las isoflavonas genisteina y glicitina son capaces de
cambiar la composicion de la microbiota, mejorandola y aumentando las
Bifidobacterium spp., y reduciendo la concentracion de los Clostridiaceae que

pueden provocar diferentes patologias en los humanos. Las dietas que
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incluyen mas fitoestrogenos ayudan a combatir patologias cardiovasculares.
Los componentes fenolicos como las isoflavonas son metabolizados por la
microbiota intestinal en componentes mas activos y saludables.

Entre las bacterias implicadas en el metabolismo de las agliconas de
isoflavonas por tener altos niveles de actividad B-glucosidasa se encuentran
las bacterias acido-lacticas de los géneros Lactococcus, Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus, y las bifidobacterias
(Yeo y Liong, 2010). Todas pueden utilizarse para fermentar la soja porque
son excelentes produciendo [-glucosidasas y por tanto, también son
excelentes transformando las isoflavonas en las formas mas biodisponibles y
activas, las agliconas daidzeina, genisteina y especialmente el equol.

Gracias a estas especies bacterianas con actividad B-glucosidasa, la
genisteina se absorbe rapidamente en el intestino delgado inalterada,
mientras que la daidzeina se metaboliza dando lugar a un derivado con una

actividad biologica atin mas alta: el S-equol (Monteiro y col., 2017).

Isoflavonas en la fisiopatologia de la isquemia y reperfusion

En nuestro laboratorio se han estudiado las propiedades
cardioprotectoras de la genisteina, una isoflavona de soja con actividad de
fitoestrogeno. En corazones aislados de rata expuestos a modelos de
atontamiento moderado y severo de I/R, se encontré6 que los efectos de
genisteina difieren con el género, probablemente debido a la diferencia
estrogénica endogena que es mayor en hembras que en machos. Ademas, los

resultados diferian si la genisteina se perfundia (20 umol/l) en los corazones
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aislados antes de la I/R o se administraba via oral. En el primer caso no se
encontr6 cardioproteccion, e incluso se observo inotropismo negativo a bajas
temperaturas en corazones de rata macho (Colareda y col., 2016). En
cambio, con la administracion oral de 5 mg/kg (machos y hembras jovenes)
un dia previo al aislamiento del corazon el efecto cardioprotector fue mayor
en ratas adultas macho que en los de hembras (Colareda, tesis doctoral
2016). Esto ocurri6 tanto en el modelo de atontamiento severo por isquemia
de no-flujo y reperfusion (Colareda y col., 2020) como en el modelo de
hipoperfusion y reperfusion (Colareda y Consolini, 2018). Por otra parte, la
administracion oral de 3 mg/kg genisteina en ratas hembra seniles (de mas
de 20 meses de edad) fue mas cardioprotectora que en ratas hembra jovenes
(Colareda y col., 2020). Los resultados sugirieron una mayor efectividad de
genisteina en situaciones de deficiencia estrogénica para prevenir el
atontamiento cardiaco severo (reducida contractilidad post-isquémica con
alto gasto energético que se traduce en una baja economia muscular). El
mecanismo involucra la activacion de la via de la proteina-quinasa C (PKC) y
de los canales de potasio mitocondriales (mKATP) (Colareda y col., 2020).
Este mecanismo reduce la sobrecarga de calcio mitocondrial, lo cual
previene la disfuncion contractil en el caso de ocurrir una obstruccion
transitoria de la irrigacion coronaria.

La maca (Lepidium meyenii Walp., Brassicaceae) posee metabolitos
secundarios (Figura 5) que estan siendo estudiados y que se cree que son los
responsables de la actividad terapéutica. Como ya describi previamente, en
la muestra comercial de harina de maca estudiada (Kallpa), se encontraron

las isoflavonas genisteina, genistina (glucosido de genisteina) y daidzeina,
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que podrian ser beneficiosas como resulté la genisteina en los modelos
evaluados de isquemia y reperfusion cardiaca. Hay pocas evidencias acerca
de si los fitoestrogenos ejercen efecto beneficioso a nivel cardiaco durante la

I/R en la deficiencia estrogénica por senilidad.
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Hipotesis

Considerando la cardioproteccion frente a la I/R obtenida con la
isoflavona genisteina en ratas macho jovenes y en hembras seniles (Colareda
y col., 2020), y la actividad estrogénica general que fue reportada en la
harina de maca o sus extractos (Valentova, 2006, Meissner, 2006), fue
posible hipotetizar que:

a) La administracion oral de la harina de raiz de maca (Lepidium meyenii)
podria generar un efecto cardioprotector similar al de genisteina.

b) La cardioproteccion de la maca podria ser mayor en una condicion de
deficiencia estrogénica, dada por el género o la senilidad.

c) Los mecanismos cardioprotectores de la harina de maca podrian ser
similares a los exhibidos por genisteina, por ser mayoritaria entre las

isoflavonas de la maca.
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis fue evaluar los posibles efectos
cardioprotectores del tratamiento oral con la harina de la raiz de maca
(Lepidium meyenii) en la disfuncion contractil y energética (atontamiento

severo) provocada por isquemia y reperfusion (I/R).

Objetivos especificos

a) Estudiar el comportamiento mecanico-energético de los corazones
aislados de rata (hembras vs machos) expuestos al atontamiento severo por
I/R (sin infarto), frente a la administracion oral de la harina de la raiz de
maca (Lepidium meyenii).

b) Estudiar los posibles efectos cardioprotectores de la harina de la
raiz de maca frente a la I/R en ratas seniles (de mas de 20 meses de edad).

c) Evaluar los mecanismos de accion sobre la homeostasis de Ca?* del
tratamiento oral con maca en la recuperacion de la disfuncion por

isquemia/reperfusion cardiaca.
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Materiales y Métodos
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Material vegetal

La harina de raiz de Maca (marca Kallpa) se adquirié en una dietética
céntrica de la ciudad de La Plata, ubicada en diagonal 80 y 6.

La raiz de maca fue adquirida directamente del productor en el
mercado “Modelo” de Huancayo perteneciente al Valle del Mantaro, Provincia
de Junin, Peru y traida por la Dra. Luisa Tracy Carhuamaca Antezana que
es oriunda de Huancayo, el 16 de abril de 2018. Posteriormente fue
identificada por la Prof. Mg. Sc. Marta Colares.

Todos los estudios farmacologicos se efectuaron con la harina de maca

(Kallpa).

Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley adultas del bioterio de la Facultad
de Ciencias Exactas de UNLP, y ratas Wistar adultas y seniles del bioterio
del ININCA-Facultad de Medicina UBA-CONICET. Todas se mantuvieron en
el bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas de UNLP bajo las normas de
cuidado, uso, sujecion, anestesia y eutanasia aceptados internacionalmente
(NIH 85-23, 1996 y 2010; Directiva de la Union Europea para Experimentos
en Animales, 2010/63/EU). Todos los procedimientos fueron aprobados por
el CICUAL de la Facultad de Ciencias Exactas de UNLP en el protocolo 015-

05-15 presentado por la Dra. Alicia E. Consolini.
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Analisis de la materia prima

Analisis del rétulo de la materia prima

Se llevo a cabo un analisis de rotulo de la materia prima de la droga
vegetal “Harina de maca 100% pura, marca Kallpa” proveniente de Peru. Se
busco la informacién presente en el envase, se correlaciondé con una
busqueda a partir de esa informacion y las omisiones importantes en la

descripcion del producto.

Caracteristicas micrograficas de la materia prima

Se realiz6 un analisis al microscopio Ooptico de los almidones presentes
en la materia prima (harina de maca marca “Kallpa”). Esto permite
identificar la muestra y posibles adulterantes. El extendido de la harina de
maca sobre el portaobjetos fue tenido con solucion de Lugol para identificar
los almidones. También se realizé un extendido de la raiz de maca traida de
Pert y otro de poroto de soja, para descartar la presencia de la misma.

Los preparados fueron observados con el microscopio optico Leitz SM-
LUX a 400x, y se tomaron imagenes con una camara con un sensor CMOS
de Sony de 13 MPX -IMX214 con una oOptica focal fija con rango de apertura

£/2.0.
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Preparaciones biolégicas para estudio farmacolégico

Corazones arterialmente perfundidos

Las ratas fueron anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital (60
mg/kg), heparinizadas (2000 UI por via L.P. con aguja 21Gx15mm), y a
continuacion se les inyecté tramadol (10-20 mg/kg S.C. con aguja 21G
0.8x25mm) para analgesia. Luego de detectar la pérdida de reflejos y del
tono muscular esquelético, se extirpo el corazon rapidamente, se canulo y
retroperfundiéo por via arterial segiun la técnica de Langendorff a flujo
constante. La perfusion se realizo con solucion Krebs a 8 ml/min/g regulado
por una bomba Gilson, flujo con el cual no se registra edema en el preparado
(Dhein, 2005). Se eliminaron las auriculas y los focos en tabique de actividad
espontanea, y se coloco un globo de volumen regulable en el ventriculo
izquierdo conectado a un transductor de presion para registrar la presion
intraventricular isovolumétrica (P).

Luego el preparado fue introducido en la camara interna de un
calorimetro (Figura 9) que permite la medicion continua de la generacion de
calor por el tejido (Ponce-Hornos y col., 1982; Ponce-Hornos y col., 1995). Se
trabajo a temperatura constante (37°C). Una vez dentro del calorimetro se
procedié a la medicion continua del calor liberado y la presion ventricular
izquierda (Figura 10), mientras que los ventriculos se estimularon
eléctricamente con pulsos de 5 a 8 V con una duracion de 9 a 12 ms, y una

frecuencia de 3 Hz, para evitar la actividad espontanea, por medio de dos
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electrodos conectados a un estimulador eléctrico (Letica 12406, Barcelona,
Espana).

Bajo estimulo estacionario se detecta la presion intraventricular
izquierda, y se ajusta el volumen del globo intraventricular en pasos de 0.1
ml, hasta alcanzar la mas alta maxima presion desarrollada en la
contraccion (P). Luego del periodo de estabilizacion control y, para el estudio
del posible mecanismo, se efectuaron intervenciones farmacologicas en la
perfusion durante 15 minutos. Luego la perfusion fue suspendida durante
30 minutos (isquemia severa), pasados los cuales se reperfundidé nuevamente
a 8 ml/min/g durante 45 minutos con solucion Krebs.

Las condiciones experimentales fueron empleadas en trabajos previos
(Consolini y col., 2007; Ragone y Consolini, 2009; Ragone y col., 2015;
Colareda y col., 2016; Ragone y col., 2020; Colareda y col., 2020).

La senal de voltaje del transductor de presion Gould Statham P23
(Oxnard, California, USA) fue amplificada y simultaneamente digitalizada por
un sistema PowerLab 2/26 (AD Instruments, Bella Vista, New South Wales,
Australia) como LVP (Figura 10) luego de ser calibrada en mmHg con un
manometro de mercurio y aplicacion de una presion conocida. Luego del
experimento, se calcularon la maxima presion desarrollada en la contraccion
(P), las velocidades maximas de contraccion (+dP/dt) y de relajacion (-dP/dt)
a partir de la primera derivada del registro de presion, y la contractura
diastolica como diferencia respecto de la presion diastélica inicial o
preisquémica (ALVEDP). Los tiempos totales de contraccion también fueron
calculados (TT). Las P también fueron expresadas como porcentaje de la P

inicial para comparar la recuperacion postisquémica de todos los protocolos.
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Microcalorimetria del corazon aislado perfundido

El calorimetro de flujo (Figura 9) es un cilindro compacto de cobre,
buen conductor del calor, que contiene dentro de la camara 2 unidades
ceramicas termosensibles Peltier (Melchor Thermoelectrics, Trenton, NJ,
USA) de 127 termocuplas cada una conectadas en serie. Estas registran la
diferencia de temperatura entre el interior de la camara (en contacto con el
musculo) y el exterior de la misma (mantenido a temperatura constante por
el bano termostatizado a 37 = 0.01°C). Esta senal permite la medicion del
flujo de calor de los corazones enteros de rata en perfusion o en isquemia. La
temperatura fue ajustada a través de tres banos conectados en paralelo, uno
con el regulador de temperatura tipo Lauda; el segundo bano con agua para
calefaccionar las soluciones y la bomba para impulsar el agua por las
serpentinas a los otros dos banos; y el tercero con el calorimetro sumergido,
todos cerrados (Ponce-Hornos y col., 1982; Ponce-Hornos y col., 1995;
Consolini y col., 2007). La senal de voltaje emitida (en mV) es amplificada y
simultaneamente digitalizada por el sistema PowerLab 2/26 (Ht en la Figura
10). Se obtuvieron lineas de base calorimétricas en ausencia del corazon,
antes y después del experimento, con perfusion y con el corte de perfusion.
Estas lineas seran restadas del valor total liberado por el corazoén,
respectivamente en presencia de la perfusion y en isquemia.

La calibracion de la senal se realizo por aplicacion de una potencia
eléctrica constante por debajo del limite de estimulacion del musculo (2 mW,
< 1 volt, a 2 kHz) en el ventriculo al final del experimento, con y sin flujo de

perfusion, y se obtuvieron los factores de calibracion tanto para la isquemia
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como para la presencia de perfusion (en mW/mV). Los factores se utilizaron
para expresar el flujo de calor en mW (mJ/s). Luego del experimento, el
preparado se peso y el valor obtenido se utilizo para calcular el flujo de calor
total (Ht) en mW/g. Para comparar los protocolos, el Ht fue expresado en
porcentaje del Ht inicial.

El Ht se relacion6 con los cambios simultaneos de P antes y durante
toda la I/R, por lo que se calcul6 la economia muscular como la relacion
P/Ht (mmHg.g/mW) y se expreso6 como porcentaje de la economia inicial

para que sean comparables los experimentos.

Figura 9: Calorimetro de flujo. Izquierda, esquema del dispositivo. Derecha,
foto mostrando el ventriculo perfundido, con la canula intraventricular para
medir la fuerza de contraccion isovolumétrica y los electrodos para

estimulacion eléctrica.
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Figura 10: Grdafico obtenido del protocolo de estabilizacién, isquemia Yy
reperfusion de un ventriculo aislado de rata estimulado a 3 Hz, a 37°C. Arriba
la presién desarrollada del ventriculo izquierdo (LVP, mmHg). Abajo la serial

para calcular el simultaneo flujo de calor liberado (Ht, mV).
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Aislamiento de cardiomiocitos

Los cardiomiocitos fueron aislados de corazones de rata, obtenidos por
el método previamente descripto (Consolini y col., 2011; Ragone y col.,
2015). Brevemente, los corazones fueron colocados en el sistema de
Langendorff, perfundidos con solucion Krebs- HEPES libre de Ca2* por 5
minutos, luego cargados con Krebs— HEPES con 50 pmol/1 CaClz con 0.1
mg/ml de colagenasa P (Roche) y 0.02 mg/ml de proteasa XIV (Sigma) por 13
minutos. A continuacion, las enzimas se lavaron con solucion Krebs— HEPES
50 pmol/1 Ca?* por 5 minutos. La perfusion fue burbujeada constantemente
con Oz y termostatizada a 35-37°C. Finalmente los ventriculos fueron
removidos y desmenuzados, agitados en solucion por 10 minutos, colados,
elevado gradualmente el Ca?*, y almacenados en solucion salina buffer

HEPES con 1 mmol/1 Ca?* para la carga de fluoroforo y evaluacion.

Microscopia confocal

Los cardiomiocitos de rata fueron cargados con 12 pmol/1 Fluo-4 AM
(Molecular Probes/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 15 minutos a 37°C y
lavados por otros 15 minutos, para detectar la senal de calcio libre en el
citosol. Otro grupo de cardiomiocitos fue cargado por 1 hora a 4°C con Rhod-
2 AM 3 pmol/1 (Molecular Probes/Invitrogen) y lavados por 1 h a 37°C (para
medir la senal de Ca?2* libre mitocondrial) como en trabajos previos (Ragone y
col., 2015; Colareda y col., 2016). Las células se colocaron en una camara

precubierta con laminina y se perfundieron superficialmente con solucion
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Krebs- HEPES con 2 mmol/1 Ca2?* (C) hasta estabilizar, luego de lo cual se
inici6 el respectivo protocolo de perfusion. Las células que permanecieron en
la camara fueron consideradas para los analisis en un microscopio confocal
(Leica SPS; Leica Microsystems, Mannheim, Alemania). Los cambios en la
fluorescencia fueron registrados y analizados con el software Leica LAS AF
Lite version 2.2.1.

Las células cargadas con Fluo-4 fueron excitadas a 488 nm y la
fluorescencia de emision fue detectada a longitudes de onda >505 nm. Las
células cargadas con Rhod-2 fueron excitadas a 540 nm, y la fluorescencia
de emision fue detectada a longitudes de onda >560 nm. Siempre, las
senales fueron detectadas en un area definida seleccionada (una region de
interés por célula) de fluorescencia uniforme (ROI). Los resultados fueron
expresados como la intensidad de fluorescencia de emision normalizada por
el valor inicial (F/Fo) en las lecturas efectuadas cada 20 s durante los 20 6
25 minutos del protocolo. Con la senal emitida durante la perfusion de Krebs
control (C) al inicio y final del protocolo se ajusté la linea de base en funcion
del tiempo, y se calcularon luego los cambios de dicha senal producidos por
la intervencion (Krebs-10 mM cafeina y 36 mM Na para liberar el Ca?* del
RS) sobre esa linea de base (AF/Fo). Se uso el software Origin 7.0 (OriginLab

Corporation, Northampton, MA, USA).

Protocolos en cardiomiocitos

Los cardiomiocitos de rata cargados con Rhod-2 fueron perfundidos

con la siguiente secuencia de soluciones con 2 a 5 células visualizadas por
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campo de cada corazéon en cada protocolo: C (S min), C + 10 mmol/] cafeina
+ 36 mmol/l Na* (10 min), C (5 min). Este protocolo fue llevado a cabo en
corazones de rata macho (CRM) tratados con 1g/kg/dia maca administrada
via oral por una semana. Los cardiomiocitos cargados con Fluo-4 se

expusieron a los mismos protocolos.

Soluciones y drogas

Soluciones para corazones aislados

La composicion de la solucion control Krebs (Krebs-C) de perfusion de
los ventriculos fue la siguiente (en mmol/l): 1 MgCls, 125 NaCl, 0.5
NaH2PO4, 7 KCl1, 25 NaHCOg3, 2 CaClz y 6 glucosa, burbujeada con 95% O2—
5% COz. Las soluciones fueron similares a aquellas usadas en trabajos

previos (Colareda y col., 2018; Ragone y col., 2009).

Soluciones para cardiomiocitos

Para el aislamiento de cardiomiocitos, la composicion del Krebs-
HEPES fue la siguiente (en mmol/l): 126 NaCl, 4.4 KCl, 1.0 NaH2PO4, 5
MgCl,, 24 HEPES, 22 glucosa, 20 taurina, S creatina, 0.5 piruvato de sodio,
ajustado a pH 7.4 con NaOH. La composicion de la solucion de perfusion
superficial de cardiomiocitos durante el protocolo, Krebs—HEPES (C), fue la
siguiente (en mmol/l): 126 NaCl, 4.4 KCIl, 1 MgCl,, 24 HEPES, 2 CaClo y 11
glucosa, ajustado a pH 7.4 con NaOH. Para los experimentos con Fluo-4 fue

agregado probenecid 0.5 mmol/l.
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Drogas

L-NAME (Sigma-Aldrich, Argentina) fue preparado como una solucion
100 mmol/l en DMSO. El 5-hidroxidecanoato de sodio (5-HD; ICN
Biochemicals and Reagents, Santa Ana, CA, USA) fue preparado en una
solucion 100 mmol/l en DMSO. El clonazepam (Clzp, Drogueria Saporiti,
Argentina) fue preparado como una solucion 0.1 mmol/l en DMSO. La
celeritrina (Che, Sigma-Aldrich, USA) fue preparada como una soluciéon 1
mmol/1 en DMSO. Todas las drogas fueron diluidas desde sus soluciones
almacenadas en Krebs-C al momento del experimento. La cafeina (ICN,
Costa Mesa, CA, USA) fue directamente disuelta en solucion Krebs el dia del

experimento.
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Protocolos para el estudio del efecto y el mecanismo de accion de maca

en la isquemia y reperfusion

Protocolos base del modelo de atontamiento severo por I/R

Una vez estabilizados los desarrollos de P y Ht del corazon perfundido
con Krebs control (C) se efectué un periodo de registro de 15 minutos,
seguido por el corte de perfusion para desarrollar un periodo de isquemia de
no-flujo de 30 minutos. Al finalizar este lapso, se reperfundio el corazén con
Krebs control (C) durante 45 minutos.

Ese protocolo se efectu6 en corazones de rata hembra, rata macho y

ratas hembras seniles.

Efectos de la harina de raiz de maca

En los 3 grupos de ratas (hembras, machos y hembras seniles) se
efectu6 un tratamiento oral con la administracion de una suspension de la
harina de maca en agua, en dosis de 1 g/kg diariamente durante 7 dias.
Pasado un dia de finalizado el tratamiento, se aislaron los corazones para

realizar el protocolo base de atontamiento severo.

Estudio del mecanismo de cardioproteccion

Luego de corroborar la proteccion ante la I/R por el tratamiento oral
con harina de maca, se realizaron protocolos de perfusion con inhibidores
selectivos previo a la I/R en los respectivos grupos de ratas tratados con
maca. Siguiendo el protocolo experimental, se perfundieron los ventriculos

con solucion Krebs-control hasta estabilizar la fuerza de contraccion (P) y el
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flujo de calor (Ht). Posteriormente, durante un periodo de 15 minutos, previo
a la I/R se perfundieron los ventriculos con las siguientes herramientas
farmacologicas, seleccionadas segun la secuencia de hipotesis que surgieron
de los resultados previos en el laboratorio:

Celeritrina (Che, 1 uM): para bloquear las proteina-quinasas C se
perfundié 1 uM de celeritrina en la solucion Krebs.

5-hidroxidecanoato (5-HD, 100 uM): para lograr inhibicion directa del
canal de K* mitocondrial (mKATP).

L-NAME (100 pM): para inhibir a las NO sintasas, y asi reducir la
produccion de NO.

Combinacion L-NAME + 5-HD: Suponiendo una proteccion mixta por
la via del NO y del mKATP, se perfundieron ambas drogas conjuntamente,
100 uM L-NAME y 100 pM 5-HD.

Clonazepam (Clzp 10 pM): para inhibir el intercambiador Na*/CaZ2*
mitocondrial (mNCX).

En la Figura 11 se muestra el esquema de protocolos desarrollados en

esta Tesis.
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Figura 11: Protocolos experimentales sobre ventriculo aislado de rata en
hembras jévenes (CRH), en hembras seniles (CRS), y en machos jovenes
(CRM), control y tratadas con MACA. Intervenciones con Clonazepam (Clzp), L-
NAME, Celeritrina (Che) y 5-HD.

Control Isquemia Reperfusion CRH
Control Isquemia Reperfusién CRM
Control Isquemia Reperfusion CRS
Control Isquemia Reperfusion MACA CRH
Control Isquemia Reperfusion MACA CRM
e
g Control Isquemia Reperfusion MACA CRS
]
7]
- Che . Y, MACA + Che
g 3 o 1uM Isquemia Reperfusion CRM
o]
2 g C 5HD 100puM |  Isquemia Reperfusion MACA + SHD
3 CRM
‘%-nl o L-NAME | i Reperfusion MACA +
@ 100 pM squemia P L-NAME CRH
. ‘s MACA +
c L-NAME +5HD Isquemia Reperfusion L-NAME + SHD CRH
o Clzp 10 uM Isquemia Reperfusion MACA + Clzp
CRH
t(min) b 5 20 50 95
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Analisis estadistico

Los protocolos con animales han evolucionado en la direccion de
reducir al minimo los experimentos necesarios, segun sugiere el CICUAL. En
los experimentos se aplico la regla de reducir al minimo numero de
experimentos necesarios para obtener la definicion estadistica (la potencia
aceptada para rechazar la hipétesis nula a a = 0.05% en cada grupo) con un
n =4 a 6 (Dupont y Plummer, 1990). Los grupos no fueron aleatorizados
debido a que no fueron realizados de manera simultanea, sino en secuencia
para obtener los resultados de cada condicion. Sin embargo, las ratas son
homogéneas en origen, peso y mantenimiento.

Todos los resultados fueron expresados como promedio * SEM (n) y se
consideraron normalmente distribuidos. Se realizaron comparaciones
multiples de los tratamientos versus tiempo con un ANOVA de dos vias,
evaluando la hipodtesis de que existe al menos una diferencia entre los
tratamientos de cada variable (tratamiento y tiempo). Se realizaron las
correspondientes comparaciones multiples como tests post-hoc entre los
tratamientos (Sidak a cada tiempo para comparar dos condiciones, y Tukey a
cada tiempo para mas de dos tratamientos). Siempre se considero un nivel
de significancia de P < 0.05.

Todos los analisis estadisticos fueron desarrollados usando el programa

GraphPad Prism v.6.0.
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Resultados
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Rotulo

El producto adquirido “Maca 100% pura marca Kallpa” es producido
por la empresa Agroindustrias Chaska S.R.L. RUC: 20452267510.
Legalmente inicio sus actividades el 15 de septiembre de 2001 y fue dada de
baja de oficio (dato obtenido de la base de datos de universidadperu.com).
Posee un teléfono de contacto y una direccion de internet que no se
corresponde a la empresa.

El producto manifiesta ser “Regulador hormonal y revitalizante de
células” y “Prolongador de la vida, fertilidad y vigor sexual”, ademas del
“Desarrollo armonico de ninos y jovenes”, que “calcifica los huesos” y que
“combate la desnutricion”.

La indicacion que menciona el rotulo es el “Agotamiento fisico, mental
y stress, y regula el sistema nervioso”.

Aconseja consumirlo con leche, yogurt o en sopas o guisos, a las dosis
de Y2 cucharada en ninos 2 veces por dia, 6 1 cucharada por dia en jovenes,
adultos, deportistas y estudiantes.

El rotulo del producto (Figura 12) no posee informacion sobre la
importacion en Argentina, manifiesta ser maca organica 100% pura de
origen peruano. La fecha de vencimiento es actual, el producto adquirido
vence en diciembre del 2020.

La falta de informacion sobre el producto fue notada por la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT), que en su Disposicion 5323/2016, prohibio la comercializacion de

“Maca”, marca Kallpa, elaborado por Agroindustrias Chaska S.R.L., de la
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localidad de Ayacucho, Peru. Las razones expresadas por la autoridad
sanitaria son que el producto se halla en infraccion al articulo 3° de la Ley
18284, al articulo 3° del Anexo II del Decreto 2126/71 y a los articulos 13,
155 y 8 del CAA por carecer de autorizacion de producto y de
establecimiento, resultando ser un producto ilegal y por contener un
ingrediente que no esta expresamente admitido por dicho ordenamiento

legal.

Figura 12: Rétulo de la harina de maca marca Kallpa

Pusde ser copbumid;
jugos, miel

- Nifvas. ucharada
“y) 2veces al dia
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Resultados del analisis de materia prima

La maca fue observada con el microscopio Optico en cuanto a las
caracteristicas micrograficas generales y en especial se analizaron los
almidones para corroborar la presencia de maca, Lepidium meyenii Walp,
para descartar sustitutos o adulterantes.

El analisis micrografico se realizo bajo las sugerencias de Bassols y
col. (2010), quienes realizaron la micrografia de maca para diagnosticar la
presencia de esta especie en diferentes productos. Describe los granos de
almidon simples, polimorficos, algunos de forma irregular ovoide o esférico
cuyo hilio tiene una posicion excéntrica y sin estrias, de tamano entre 12,5 a
17,5 ym, facilmente diferenciable de los almidones de maiz, papa y quinua,
que se emplean para la fabricacion de otras harinas (Prego y col., 1998;
Agama-Acevedo y col., 2005).

Se realizo un extendido del hipocétilo de maca, traido de Peru,
encontrando almidones pequenos irregulares con hilio alargado fisurado
(Figura 13). Aparte se hirvio un pequeno trozo de maca y posteriormente se
tiné con Lugol, los amiloplastos se observaron dentro de la célula de reserva
(Figura 14).

El extendido de la harina de Maca (Kallpa) mostré almidones con el
hilio alargado fisurado, pero debido al procesamiento, se observan un poco
hinchados y deformados (Figura 15). Ademas se descarté la presencia de
harina de soja, ya que se comparé con un extendido del poroto de soja
(Figura 16), donde se observa que los amiloplastos son bien esféricos y

pequenos. Por otro lado, el analisis de la Maca Kallpa fue también realizado
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por Inés Cristina (2015) en su tesis de doctorado, sin encontrar la presencia
de otras especies, y publico la imagen obtenida de este producto en

microscopio electronico y de otras marcas en microscopio optico (Figura 17).

Figura 13: Extendido de almidones del hipocétilo de Maca de referencia (400x).

Figura 14: Amiloplastos dentro de la célula de reserva del hipocétilo (400x).
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Figura 15: Extendido de harina de Maca marca Kallpa. Vista al microscopio
optico (400x) de almidones de maca (arriba). Detalle de amiloplasto con hilio

alargado (abajo).

Amiloplastos con
hilio alargado

g
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Figura 16: Extendido de poroto de soja (400x). Se observa que los almidones

son esféricos, a diferencia de los de Maca.

Figura 17: Maca marca Kallpa bajo microscopio electréonico (a) y Maca marca
Incamac (b) en microscopio optico. Adaptada de Inés Cristina, 2015 para

comparar con los resultados de esta Tesis.

(T e
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Evaluacion de los efectos de maca por administracion oral

Efectos de la harina de maca por administracion oral en la I/R de
corazones de ratas macho jovenes

La cardioproteccion de maca se demostrd en los corazones aislados de
rata macho jovenes tratadas con una suspension de maca oral 1g/kg/dia
durante una semana. Los resultados fueron comparados con un grupo
control y se muestran en la Figura 18. Los valores absolutos iniciales de P,
Ht y P/Ht de todos los grupos de tratamiento se muestran en la Tabla 1.

La maca protegio del dano producido por I/R ya que: A) aumento la
recuperacion de la fuerza de contraccion medida como la maxima presion
desarrollada (P, como % del valor inicial preisquémico) hasta un 44.6 + 8.1 %
(n=25)vs. 14.5+2.4 % (n = 6) del grupo control a los 45 minutos de R; B) no
modifico la recuperacion energética medida como flujo de calor total (Ht,
como % del inicial); y C) mejoro significativamente la economia muscular
(P/Ht, como % del valor inicial) tempranamente en la reperfusion aunque
cayo hacia el final de ésta; y D) mantuvo la contractura ventricular izquierda
durante la diastole (ALVEDP) similar al grupo control, excepto un aumento
solo a los 5 minutos de reperfusion (+51.1 £ 14.7 mmHg vs. +17.9 £ 2.6
mmHg), sin alteraciones posteriores (Figura 18).

Ademas, en la Figura 19 se muestra que la maca aumento las
maximas velocidades de contraccion y relajacion (dP/dt) normalizadas por P
(+P/P, -P/P) y acorto los tiempos de contraccion totales (TT), en los
corazones de ratas macho respecto al grupo control (no tratado) en los

primeros 10 minutos de la reperfusion.
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La Tabla 2 muestra los resultados estadisticos de ANOVA de 2 vias de

los parametros mecanico-energéticos (P, Ht, P/Ht, ALVEDP) durante I/R,

incluyendo todos los tratamientos efectuados en ratas macho que se

describen en los sucesivos apartados. Tambien muestra el analisis ANOVA

de las velocidades relativas (+P/P, -P/P y TT) del grupo de maca vs control.

Cuando se compararon todos los experimentos provenientes de ratas

macho tratadas con maca antes del protocolo de I/R, la maca aumento

significativamente las velocidades de contraccion y relajacion (Tabla 3).

Tabla 1: Valores absolutos iniciales de P, Ht, y P/Ht en todos los grupos de

corazones de ratas evaluados.

P/Ht
Tratamiento P (mmHg) Ht (mW/g) /
(mmHg.g/mW)
Control (n=6) 103 £8 192 5.6 £0.6
Maca (n=59) 71+ 15 11+£2 6.5+1.2
Machos
Maca + Che (n=95) 707 131 5.7%+0.8
Maca +5HD (n=5) 69 £ 12 173 4.3+0.7
Control (n=6) 66 £ 16 14+£3 4.4 +0.4
Maca (n=6) 104 +10 202 61
Hembras Maca+L-NAME 89 £ 2 231 3.8+0.3
(n=2)
Maca + L-NAME + 99+ 11 19£3 5.3+0.4
SHD (n=5)
Maca + Clzp (n=95) 77+ 10 202 39104
Control (n=9) 667 17+ 1 3.9+0.3
Seniles
Maca (n=4) 35+ 10 175 3%1

85




Figura 18: Efectos de maca 1 g/kg/dia oral durante la I/R en corazones de

rata macho jovenes (CRM). A) Mdaxima presiéon desarrollada en la contraccion

(como % de P inicial). B) Flujo de calor (como % del Ht inicial). C) Economia

muscular total (P/Ht en mmHg.g/ mW como % del inicial). Y D) cambios en la
presion diastélica (ALVEDP) durante la I (5 y 30 minutos) y la R (5 y 45 min)

respecto del valor inicial. Ver estadistica ANOVA en tabla 2. (* p<0.05 vs

control)
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Figura 19: Efectos de maca 1 g/kg/dia oral durante la I/R en corazones de
rata macho adultas jovenes (CRM) sobre A) velocidad de contraccion
normalizada (+P/P), B) velocidad de relajacién normalizada (-P/P). C) Tiempos

totales de la contraccién (TT). Ver estadistica en tabla 2.* p<0.05 vs control.
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Tabla 2: Resultados del andlisis de ANOVA de 2 vias efectuados para los
tratamientos aplicados en los corazones de rata macho durante I/R. Las

respectivas figuras muestran las comparaciones a posteriori con * p<0.05.

Variables Machos
2-way . > 0
ANOVA P (%) Ht (%) P /Ht(% ALVEDP  +P/P -P/P TT
(mm Hg)
Tratamiento F = 15.75 F =0.5809 F=17.27 F =7.494 F=6.513 F=7.527 F=8.176
DF =3 DF =3 DF =3 DF =3 DF =1 DF =1 DF =1
P <0.0001 P=0.6278 P <0.0001 P =0.0002 P=0.0380 P=0.0288 P=0.0188
Tiempo F=7883 F=31.90 F=32.74 F=12.66 F=21.18 F=21.02 F =30.22
DF = 27 DF = 27 DF =27 DF =3 DF = 27 DF = 27 DF =27
P <0.000: P<0.0001 P <0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001
Interaccion F=2.313 F=0.5762 F=1.654 F=1.271 F= 3.933 F= 2.889 F= 5.831
DF = 81 DF= 81 DF = 81 DF=9 DF =27 DF= 27 DF = 27
P <0.000: P =0.9986 P =0.0007 P=0.2689 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001
DF residual 476 476 476 68 189 189 243

Tabla 3: Efectos de maca 1 g/kg/dia oral en las velocidades relativas de
contraccion y de relajacion y tiempo total de contraccion en corazones de rata

macho jovenes (CRM) antes de aplicar la I/ R.

Variables CRM
t-test
+P/P -P/P TT
Maca (n=14) 21.06 £ 0.97 -16.95£0.71 0.20£0.01
Control (n=4) 13.22 £ 0.86 -14.99 £ 2.06 0.31 £0.01
t-test
P 0.0008 0.2626, NS <0.0001
t 4.134 1.161 7.784
df 16 16 16
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Efectos de la harina de maca por administracion oral en la I/R de

corazones de ratas hembra jovenes

Los resultados de la administracion oral de maca 1g/kg/dia en rata
hembra comparada con su respectivo grupo control no tratado se muestran
en la Figura 20. Los valores absolutos iniciales de P, Ht y P/Ht se mostraron
en la Tabla 1.

Se encontr6 que la maca protegio también a las hembras de la
disfuncion producida por I/R, puesto que recuperé A) la fuerza de
contraccion (medida como maxima presion desarrollada y expresada como %
de la P inicial) hasta un +47.61 £ 7.96 % (n=6) vs. +23.01 + 6.20 % (n=6) del
grupo control a los 45 min R; B) sin modificar la recuperacion energética (Ht,
como % del inicial); C) con mejoria de la economia muscular (P/Ht)
significativamente en la reperfusion hasta un +67.6 £ 9.9 % (n=6) vs. +37.9
11.2 % (n=6). D) Sin embargo, generd una contractura ventricular diastoélica
(ALVEDP) mayor al control al final de la reperfusion +73.3 £ 20.5 mmHg vs.
+31.4 £ 3.2 mmHg (Figura 20). Ademas, se muestra en la Figura 21 que la
harina de maca no modifico las velocidades relativas de contraccion y
relajacion (+P/P, -P/P) y tiempos totales de la contraccion (TT) durante R,
respecto al grupo control, a diferencia del efecto en ratas macho.

La Tabla 4 muestra los resultados estadisticos de ANOVA de 2 vias de
los parametros mecanico-energéticos (P, Ht, P/Ht, ALVEDP) durante I/R, en
todos los tratamientos efectuados en ratas hembra jovenes que se describen
en los sucesivos apartados. También muestra el analisis ANOVA de las

velocidades relativas (+P/P, -P/P y TT) del grupo de maca vs control.
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Si se comparan todos los experimentos provenientes de ratas hembra

tratadas con maca, puede verse que antes del protocolo de I/R la maca no

aumento significativamente las velocidades relativas de contraccion, e

incluso redujo la de relajacion (Tabla 5).

Figura 20: Efectos de maca 1 g/kg/dia oral durante la I/R en corazones de

rata hembra jovenes (CRH). A) Mdxima presion desarrollada en la contraccion

(como % de P inicial). B) Flujo de calor (como % del Ht inicial), C) Economia

muscular total (P/Ht en mmHg.g/mW, en % del inicial), D) Cambios en la
presion diastolica (ALVEDP) durante la I (5 y 30 minutos) y la R (5 y 45 min)

respecto del valor inicial. Ver estadistica en tabla 4. (*p<0.05 vs control)
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Figura 21: Efectos de maca 1 g/kg/dia oral durante la I/R en corazones de
rata hembra jovenes (CRH) sobre A) velocidad de contraccion normalizada
(+P/ P), B) velocidad de relajacién normalizada (-P/P). C) Tiempos totales de la

contraccién (TT). Ver estadistica en tabla 4.
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Tabla 4: Estadistica de los tratamientos realizados en corazones de ratas

hembra jévenes (CRH) durante I/R. Las respectivas figuras muestran las

comparaciones a posteriori con * p<0.05.

Variables Hembras
2-way
ANOVA P (%) Ht (%) P /Ht (%) ALVEDP +P/P -P/P TT
(mm Hg)
Tratamiento F=15.73 F=20.35 F=15.71 F =3.254 F =9.606 F = 8.066 F =2.299
DF =3 DF =3 DF =3 DF =3 DF =1 DF =1 DF =1
P <0.000. P<0.0001 P<0.0001 P=0.0266 P=0.0113 P=0.0175 P=0.1604
Tiempo F=2224 F=44.75 F=71.61 F=20.76 F =32.09 F =36.83 F =29.02
DF = 27 DF = 27 DF =27 DF =3 DF = 27 DF = 27 DF =27
P <0.000. P<0.0001 P<0.0001 P <0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001
Interaccion F=1.649 F=0.7813 F=0.0843 F=1.278 F= 2.536 F= 1.340 F= 3.142
DF = 81 DF= 81 DF = 81 DF=9 DF = 27 DF= 27 DF = 27
P =0.000¢ P=0.9150 P =0.0843 P=0.2639 P <0.0001 P=0.1265 P <0.0001
DF residual
504 504 504 72 270 270 270

Tabla 5: Efectos de maca 1 g/kg/dia oral en las velocidades relativas de

contraccion y de relajacion y tiempo total de contraccion en corazones de rata

hembra jovenes (CRH) antes de aplicar la I/R.

Variables
t-test

Maca (n=18)

Control (n=6)

t-test
P

t

df

CRH
+P/P -P/P TT
18.5+0.8 -13.3+0.3 0.24 + 0.01
182 16+ 1 0.27 + 0.03
0.7190, NS 0.0164 0.0520
0.3645 2.600 2.055

22 22 22
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Evaluacion de los efectos de maca por administracion oral en la I/R de

corazones de ratas hembra seniles

Luego de la administracion de la suspension de maca via oral en ratas
hembra seniles no se comprobé un efecto cardioprotector mayor al
respectivo control de ratas seniles no tratadas. En la Figura 22 se muestran
los resultados obtenidos. Los valores absolutos iniciales de P, Ht y P/Ht se
mostraron en la Tabla 1.

La maca no protegio del dano producido por I/R ya que: A) no hubo
aumento en la recuperacion de la fuerza de contraccion (P%); B) no se
modifico la recuperacion del flujo de calor (Ht%), C) tampoco mejoro
significativamente la economia muscular (P/Ht), pero D) potencio la
contractura diastélica (ALVEDP) del ciclo I/R respecto al control a los 5
minutos y al final de la reperfusion (+32.6 £+ 13.7 mmHg vs. +80.3 + 6.7
mmHg y +19.4 £ 11.1 mmHg vs. +74.9 + 9.1 mmHg, respectivamente)
(Figura 22). Ademas, la Figura 23 muestra que la maca no modifico
significativamente las velocidades relativas de contraccion o de relajacion
(+P/P, -P/P) ni los tiempos totales de la contraccion (TT).

La Tabla 6 muestra los resultados estadisticos de ANOVA de 2 vias de
los parametros P, Ht, P/Ht, ALVEDP, +P/P, -P/P y TT en los corazones de
ratas hembra seniles tratadas con maca y sin tratar, durante la I/R. Las
diferencias significativas de comparaciones a posteriori se muestran en las

figuras.
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Figura 22: Efectos de maca 1 g/kg/dia oral durante la I/R en corazones de
rata hembra seniles (CRS). A) Mdaxima presiéon desarrollada en la contraccién
(como % de P inicial). B) Flujo de calor (como % del Ht inicial), C) Economia
muscular total (P/Ht en mmHg.g/mW, en % del inicial), D) Cambios en la
presion diastélica (ALVEDP) durante la I (5 y 30 minutos) y la R (5 y 45 min)

respecto del valor inicial. Ver estadistica en tabla 6. * p<0.05 vs control.
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Figura 23: Efecto en la A) velocidad de contraccién (+P/P) y B) relajacion (-P/ P)
y C) tiempos totales de contraccion (TT), en corazones de rata hembra seniles

tratadas con maca vs su respectivo control. Ver estadistica en tabla 6.
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Tabla 6: Estadistica de los resultados de los corazones de ratas hembra

seniles en grupos control y tratado con maca.

Variables Hembras Seniles

2-way

ANOVA P (%) Ht %) P /Ht(% ALVEDP +P/P -P/P TT
(mm Hg)

Tratamiento p_5938 F=08783 F=1.415 F=2022 F=1254 F=02067 F=0.1763

DF=1 DF=1 DF = 1 DF = 1 DF = 1 DF =1 DF = 1

P=0.1302 P=0.3799 P=0.2731 P=0.0028 P=0.2997 P=06631 P =0.0489
Tiempo F=1353 F=2255 F=3064 F=2777 F=3092 F=3325 F=23447

DF=27 DF=27 DF=27 DF = 3 DF=27 DF=27  DF=27

P <0.000: P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001
Interaccion F=3.481 F=0.1129 F=0.9243 F=4.117 F=1.550 F=0.8998 F=1.549

DF =27 DF=27 DF = 27 DF= 3 DF = 27 DF= 27 DF =27

P<0.000: P=0.1129 P=0.5769 P=0.0192 P=0.0488 P=0.6118 P =0.0489

DF residual 189 189 189 21 189 189 189
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Evaluacion del mecanismo de accion de la maca en la isquemia y

reperfusion

Considerando el mecanismo de accion de la genisteina que esta
presente en la maca, se hipotetizo que la administracion oral subaguda de

harina de maca podria activar las mismas vias cardioprotectoras.

Rol de 1a PKC en los efectos de la maca

Para evaluar si esta implicada la via de la PKC en la cardioproteccion
de maca en I/R, se realizo la perfusion de celeritrina 1 uM 15 minutos antes
de la isquemia en los corazones de ratas macho tratadas con maca.
Celeritrina es un inhibidor (isoenzima no-selectivo) de las proteina-quinasas
C (PKC). La Figura 24 muestra los resultados de la administracion oral de
maca 1lg/kg/dia en ratas macho jovenes comparados con el grupo tratado
con maca y perfundido con celeritrina 1 umol/l. Los valores absolutos
iniciales de P, Ht y P/Ht se mostraron en la Tabla 1.

La celeritrina no inhibié la mejoria en la recuperacion mecanico-
energética inducida por maca durante la R, ya que mantuvo la recuperacion
contractil (P), del flujo de calor (Ht), de la economia muscular (P/Ht) y de la

contractura tipica de la I/R (ALVEDP) (Figura 24).
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Figura 24: Efectos de perfundir 1 umol/l celeritrina (Che) antes de la I/R en

corazones de ratas macho jovenes (CRM) tratadas con maca 1 g/kg/dia oral

durante una semana. A) Mdxima presion desarrollada en la contraccién (P

como % del inicial). B) Flujo de calor (como Ht en % del inicio). C) Economia
muscular total (P/Ht en mmHg.g/ mW como % del inicial). Y D) cambios en la
presion diastélica durante la I (5 y 30 minutos) y la R (5 y 45 min) respecto del

valor inicial. Ver estadistica en tabla 2.
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Rol de los canales mitocondriales de potasio (mMKATP) en los efectos de

la maca

Para determinar si esta implicada la activacion de los canales
mitocondriales mKATP en la cardioproteccion de maca en I/R, se perfundio
100 umol/1 de 5-hidroxidecanoato (5-HD) 15 minutos antes de la Isquemia.
La Figura 25 muestra los resultados de la administracion oral de maca
1g/kg/dia en ratas macho jovenes comparados con la intervencion con 5-HD
(inhibidor de los canales mKATP). Los valores absolutos iniciales de P, Ht y
P/Ht se mostraron en la Tabla 1.

El 5-HD no afect6 la cardioproteccion de Maca frente al atontamiento
severo producido por I/R en ratas macho, ya que no modifico
significativamente la recuperacion de la fuerza de contraccion, del flujo de
calor, de la economia muscular ni el patron de ALVEDP propio de la I/R

(Figura 25).
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Figura 25: Efectos de perfundir 100 umol/l 5HD antes de la I/R en corazones

de ratas macho joévenes tratadas con maca 1 g/kg/dia oral durante una

semana. A) Mdaxima presion desarrollada en la contracciéon (P, como % del

inicial). B) Flujo de calor (Ht como % del inicial). C) Economia muscular total

(P/Ht en mmHg.g/mW como % del inicial). Y D) cambios en la presiéon
diastélica (ALVEDP) durante la I (5 y 30 minutos) y la R (5 y 45 min) respecto

del valor inicial. Ver estadistica en tabla 2.
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Rol de la NO-sintasa (NOS) en la cardioproteccion de maca

Para determinar si en la cardioproteccion de la maca esta implicada
alguna de las vias que activan las NO sintasas, en corazones de ratas
hembra tratadas con maca se perfundié el inhibidor de NOS, L-NAME,
durante 15 minutos antes de la Isquemia.

En la Figura 26 se muestran los resultados de la perfusion de 100
umol/l de L-NAME en ratas hembra jovenes que recibieron administracion
oral de maca 1g/kg/dia en comparacion con los corazones que no recibieron
el inhibidor de la NOS. Los valores absolutos iniciales de P, Ht y P/Ht se
mostraron en la Tabla 1.

El L-NAME no altero significativamente la proteccion de la maca frente
a la injuria producida por I/R, ya que no modifico la recuperacion
porcentual de la fuerza de contraccion (P), ni del flujo de calor (Ht), aunque
tendio a reducir la economia muscular (P/Ht) y las contracturas diastoélicas

(ALVEDP) durante R (Figura 26).
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Figura 26: Efectos de perfundir 100 umol/l L-NAME antes de la I/R en

corazones de en ratas hembra jovenes tratadas con maca 1 g/kg/dia oral

durante una semana. A) Mdxima presiéon desarrollada en la contraccion (P,

como % del inicial). B) Flujo de calor (Ht como % del inicial). C) Economia
muscular total (P/Ht en mmHg.g/ mW como % del inicial). Y D) cambios en la
presion diastélica (ALVEDP) durante la I (5 y 30 minutos) y la R (5 y 45 min)

respecto del valor inicial. Ver estadistica en tabla 4.
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Efecto de la combinacion de L-NAME y 5-hidroxidecanoato (5-HD) en la

cardioproteccion de maca

Considerando que podria existir un efecto cardioprotector sinérgico
entre la via de la NO sintasa y la activacion de canales mKATP, se hipotetizo
que el corazon podria compensar la inhibicion de alguna de las vias con
aumento de la otra via cardioprotectora. Para evaluar esta hipotesis, se
perfundieron ambos inhibidores en forma conjunta antes de la I/R. En la
Figura 27 se muestran los resultados de la perfusion de ambos inhibidores,
5-HD y L-NAME en ratas hembra jovenes tratadas con maca 1lg/kg/dia
durante 1 semana. Los valores absolutos iniciales de P, Ht y P/Ht se
mostraron en la Tabla 1.

La presencia conjunta de L-NAME y 5-HD redujo la cardioproteccion
de la maca frente al atontamiento severo producido por I/R. La Figura 27A
muestra que durante R la recuperacion de la fuerza de contraccion (P) se
redujo a valores no significativamente diferentes del grupo sin tratamiento
(control), al igual que la economia muscular (P/Ht) (Figura 27B). La Figura
28 muestra que la recuperacion del flujo de calor (Ht) no tuvo cambios (4A),

como tampoco la contractura diastolica (ALVEDP) durante el ciclo I/R (B).
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Figura 27: Efectos de perfundir 100 umol/l L-NAME + 100 umol/l 5-HD, y de

bloquear el mNCX con clonazepam 10 umol/l antes de la I/R en corazones de

ratas hembra jovenes tratadas con maca 1 g/kg/dia. Se comparan con los

grupos control y sélo tratado con maca. A) Maxima presion desarrollada en la

contraccién (P, como % del inicial). B) Economia muscular total (P/Ht como %

del inicial). Ver ANOVA en tabla 4. Post-hoc Tukey tests: * p<0.05 vs control;
o p<0.05 vs MACA.
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Figura 28: Efectos de perfundir 100 umol/l L-NAME + 100 umol/l 5-HD, y del
bloquear el mNCX con clonazepam 10 umol/l antes de la I/R en corazones de
ratas hembra jovenes tratadas con maca 1 g/kg/dia oral durante una
semana. Se comparan con los grupos control y sélo tratado con maca. A) Flujo
de calor (Ht como % del inicial). B) cambios en la presién diastdlica (ALVEDP)
durante la I (5 y 30 minutos) y la R (5 y 45 min) respecto del valor inicial. Ver

estadistica en tabla 4.* p<0.05 vs control.
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Rol del intercambiador sodio por calcio mitocondrial (mNCX) en la

cardioproteccion de maca

Se hipotetiz6 que la cardioproteccion de maca podria deberse a que
alivia la sobrecarga de CaZ2* mitocondrial por estimular la extrusion via el
intercambiador Na*/Ca2* (mNCX). Para determinar si este mecanismo
ocurre, en corazones de rata hembra jovenes tratadas con maca se bloqueod
selectivamente el mNCX perfundiendo clonazepam 10 umol/l durante 15
minutos antes de la isquemia. En un trabajo previo se demostréo que esta
intervencion no modifica significativamente la recuperacion mecanico-
energética en corazones de rata sin tratamiento y expuestos a este modelo de
I/R (Ragone y col., 2020). La Figura 27 A muestra que la cardioproteccion de
maca fue reducida levemente con clonazepam, ya que los valores de P (%)
resultaron no diferir significativamente de los del grupo control, y alejarse de
los del grupo de maca al final de R. El efecto de clonazepam es mas notorio
en la economia muscular (P/Ht) que recuperd igual al grupo control, y
significativamente menos que el grupo tratado con maca (Figura 27 B). La
Figura 28 muestra que clonazepam aumento la recuperacion porcentual de
Ht (A), que resulté significativamente mayor al grupo de maca. La
contractura diastéolica durante R (ALVEDP), no fue significativamente
diferente del grupo control, y menor al de maca (Figura 28 B). Los valores

absolutos iniciales de P, Ht y P/Ht se muestran en la Tabla 1.
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Efectos de maca en los niveles de calcio de cardiomiocitos aislados de

corazon de rata

La Figura 29 muestra los efectos del tratamiento oral con maca en
cardiomiocitos aislados de rata macho en reposo y no expuestos a I/R. En la
parte A se observa que maca acelero ligeramente la caida en la senal AF/Fo
de Fluo-4 (estima la [CaZ2*] citosodlico) que sigue al aumento provocado por la
liberacion de Ca2* del reticulo sarcoplasmico por la perfusion de Krebs con
10 mM cafeina y 36 mM Na*. En la parte B se observa que maca también
acelero ligeramente el aumento en la senal AF/Fo de Rhod-2 (estima la [Ca?*]
mitocondrial) provocado por la perfusion de Krebs con 10 mM cafeina y 36
mM Na*.

Los resultados sugieren que en condicion inicial de reposo, la maca facilita

ligeramente la remocion de Ca?* citosolico por las mitocondrias.
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Figura 29: Efectos del tratamiento oral con maca en los niveles de Ca?*
citosodlico (estimado por la senal AF/Fo de Fluo-4, en A) y de Ca?* mitocondrial
(por AF/Fo de Rhod-2 en B) de los cardiomiocitos aislados de rata en reposo y
perfundidos con Krebs control (C) seguido de Krebs con 10 mM cafeina y 36
mM Na (C-caff-36Na), y nuevamente C.
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Discusion

108



Esta Tesis de Maestria ha evaluado por primera vez los efectos de la
administracion oral de la harina de la maca (Lepidium meyenii) en la funcion
contractil y energética cardiaca antes y durante un episodio de isquemia y
reperfusion. Los resultados demuestran que el tratamiento oral durante una
semana, a la dosis de 1 g/kg/dia resulté cardioprotector en ratas adultas
jovenes de ambos sexos. Sin embargo, no se observé una proteccion
significativa en ratas hembra seniles.

Entre los componentes de la harina de la raiz de maca se cuentan
algunas isoflavonas como la genisteina (78% del total de isoflavonas), la
daidzeina (1.4%) y el glucosido genistina (19%). Esto nos permitio hipotetizar
que la maca podria generar cardioproteccion comparable a la que produce
genisteina. Sin embargo, la administracion aguda de una unica dosis de 5
mg/kg de genisteina via intraperitoneal (i.p.) fue mas cardioprotectora en
ratas macho que en ratas hembra adultas jovenes tanto en un modelo de
hipoperfusion/reperfusion (Colareda y Consolini, 2018) como en el modelo
de I/R similar al empleado en esta Tesis (Colareda y col., 2020). En cambio,
el tratamiento oral con maca durante una semana fue cardioprotector en los
dos géneros, aunque la recuperacion fue mas rapida en la reperfusion de los
corazones de rata macho que en los de hembras, especialmente en la
economia muscular total (P/Ht). Comparando los valores basales previos a la
I[/R, maca aumento6 la P en corazones de rata hembra y la redujo en los de
macho, tendiendo en ambos a mejorar la economia (P/Ht) en valores
similares entre ellos (Tabla 1). Otra diferencia de género que se encontro fue
que los corazones de las ratas macho tratadas con maca exhibieron mayor

velocidad en las fases de contraccion (+P/P) y de relajacion (-P/P) que los
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controles, tanto antes como después de la isquemia (reperfusion). Estos
efectos en las velocidades y en la economia muscular (P/Ht) sugieren que la
maca estimula la rapida liberacion y retoma de Ca?* citosolico, y que genera
una contraccion mas eficiente en corazones de rata macho que en los de
hembra. La genisteina y otras isoflavonas son considerados fitoestrogenos
porque se unen a receptores estrogénicos, pero con menor potencia que el
beta-estradiol endoégeno (Suetsugi y col., 2003). Esto sugiere que podrian
comportarse como agonistas parciales de los receptores estrogénicos, por lo
cual estimularian a los receptores a niveles bajos de estradiol generando
efectos similares a éste o aditivos, pero pueden competir con ellos a niveles
altos desencadenando un menor efecto. Este comportamiento podria explicar
porqué la cardioproteccion de la maca es mas importante en corazones de
ratas macho que en los de rata hembra.

También aparecen diferencias en el comportamiento de
genisteina y de maca en ratas hembra seniles. Mientras una dosis i.p. de 3
mg/kg de genisteina incremento la recuperacion de P desde un 13 a un 64 %
al final de la reperfusion (Colareda y col., 2020), la maca oral redujo mucho
la P basal previa a la I/R, y no logré mejorar la recuperacion contractil ni de
la economia (P/Ht). Estos resultados sugieren que en la maca no se observa
el mayor efecto en condiciones de deficiencia estrogénica, como si aparece en
la administracion de genisteina. Y puesto que el comportamiento de maca
fue diferente en corazones de rata macho, se sugiere que podrian participar
otros mecanismos de cardioproteccion, no exclusivamente vinculados a
receptores estrogénicos, y que estarian atenuados con la senilidad. En

relacion a esto, los corazones de rata hembra seniles recuperan menos en la
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postisquemia que las jovenes, con mayor contractura diastdlica, en este
modelo de I/R severa (Colareda y col., 2020). Eso esta relacionado a una
sobrecarga de Ca?2* mitocondrial, puesto que la recuperacion de los
corazones de rata seniles mejor6o con diazéxido, un abridor de los canales de
K* dependientes de ATP mitocondriales (mKATP) (Colareda y col., 2020). En
este modelo, atn los corazones de rata joven sufren la activacion del poro de
transicion mitocondrial sensible a ciclosporina (mPTP) durante R,
consecuente a la sobrecarga de CaZ2* (Ragone y col., 2020). Por ello, es de
esperar que las ratas seniles agraven esta sobrecarga y apertura del mPTP.
Estos resultados estan de acuerdo con otros que encontraron un aumentado
“leak” de Ca?* del RS en corazones seniles expuestos a I/R, con un mayor
contenido de Ca?* en las mitocondrias interfibrilares (Ruiz-Meana y col.,
2019). En corazones de conejo la senilidad incrementa la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) mitocondrial, origina la tiol-oxidacion del
RyR2 y activa su hiperactividad (Cooper y col., 2013; Hamilton y Terentyev,
2019). Ademas, hay una capacidad reducida para mantener el balance redox
y acumulacion de ROS en mitocondrias (Chaudhary y col., 2011), asi como
una menor captacion de calcio mitocondrial (Fernandez-Sanz y col., 2014),
respecto de las ratas jovenes. Ademas, se demostro que el envejecimiento y
la deficiencia estrogénica en ratas expuestas a I/R son aditivas, puesto que
afectan la respiracion respectivamente en mitocondrias subsarcolemales e
interfibrilares (Garvin y col., 2017). En consecuencia, considerando que en
ratas seniles en I/R habra una mayor produccion de ROS mitocondrial que
en las jovenes, seria esperable que un compuesto antioxidante fuera menos

efectivo en ratas seniles que en las jovenes. Segun se explico en la
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Introduccién, maca contiene compuestos fendlicos que suelen tener
actividad antioxidante, por lo cual esta podria ser una de las causas de la
pérdida de cardioproteccion de la maca en ratas seniles. Se deberan hacer
otros estudios para comprobar esta hipotesis.

Otro aspecto interesante de los resultados es que a pesar de la
cardioproteccion postisquémica (en Py P/Ht), en ambos grupos de corazones
de rata macho y hembra, la maca incremento la contractura diastolica en la
reperfusion. Por el contrario, en corazones de rata seniles sin
cardioproteccion la maca redujo la contractura diastolica (ALVEDP) durante
R. Este resultado es paradodjico, porque el aumento de la contractura
diastolica es perjudicial, pero sugiere que el incremento de la recuperacion
mecanico-energética podria deberse a un mayor nivel de Ca?* en el reticulo
sarcoplasmico (RS). Analogamente, la genisteina también incrementoé la
contractura diastolica durante R en corazones de rata macho pero la redujo
en los de hembra seniles (Colareda y Consolini, 2018; Colareda y col. 2020).
Ese efecto de genisteina se corresponde con los reportados aumentos de la
captacion de Ca?* del RS y sensibilidad de miofilamentos al Ca?*, y la
reduccion del eflujo por el NCX (Liew y col., 2004; Li y col., 2008). En los
resultados de esta Tesis en cardiomiocitos sin isquemia (Figura 29), el
tratamiento oral con maca tendié a incrementar la velocidad de captacion
mitocondrial de Ca?* desde el citosol, lo cual ayudaria a reducir el
incremento del tono diastélico. Se debe considerar ademas que la exposicion
a la I/R activa los canales de RyR2, generando un “leak” de Ca?* responsable
de la mayor contractura diastélica en R, y que la senilidad afecta varias vias

que regulan la homeostasis de Ca?*, como RyR2 y SERCA2a, ya sea por
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reduccion de su nivel proteico o modificaciones post-traduccionales
(Hamilton y Terentyev, 2019). Estos mecanismos explican la reduccion de la
contractura diastdlica en la R de corazones seniles tratados con maca.
Ademas, refuerzan la hipoétesis de que la maca podria estimular la captacion
de calcio por el RS y por las mitocondrias, mejorando el acoplamiento con el
metabolismo y sintesis de ATP. En corazones de rata joven, todo esto
mejoraria la recuperacion del transitorio en la reperfusion y la economia
muscular, acompanado por un “leak” diastolico.

Analizando el origen de las diferencias de efecto cardioprotector entre
la maca y la genisteina, surge que mientras la genisteina acttia como tal por
haber sido administrada via parenteral (i.p.), la maca puede sufrir el
metabolismo de las isoflavonas al ser administrada por via oral. Se ha
reportado que la genisteina y la daidzeina se metabolizan por enzimas
colonicas, dando como resultado derivados como el equol y el 5-hidroxi-
equol, respectivamente (Sanchez-Calvo y col., 2013). Estos compuestos
tienen mayor actividad fitoestrogénica que las isoflavonas precursoras, y
también mayor actividad antioxidante preventiva de dano epitelial y
ateromatoso (Setchell y Clereci, 2010). Sin embargo se considera que so6lo un
30-50% de los individuos poseen las enzimas para convertir las isoflavonas
en equol (Atkinson y col., 2004). En estudios clinicos se encontré que solo el
20-30% de los individuos occidentales pueden producir S-equol a partir de
daidzeina, en contraste con el 50-70% de los asiaticos (Hodis y col., 2011).
Esto remarca la importancia de la flora intestinal y explica cierta falta de
cardioproteccion de isoflavonas de soja en trabajos realizados en América del

Norte (Hodis y col., 2011). Ademas se ha demostrado que S-equol y no las
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isoflavonas de la dieta posee una relacion inversa con el desarrollo de
enfermedad cardiaca coronaria (Zhang y col., 2012). La presencia de otro
tipo de bacterias puede catalizar la conversion de las isoflavonas en
desmetilangolensina (O-DMA), y 6"-hidroxi-O-DMA, que son inactivos y
producidos a partir de dihidrodaidzeina y dihidrogenisteina (Sanchez-Calvo y
col., 2013). La variacion en el metabolismo gastrointestinal podria contribuir
a las diferencias observadas en rata entre los efectos de genisteina y de la
harina de maca.

En consecuencia, otro factor que podria contribuir a la falta de
cardioproteccion de maca en ratas seniles podria asociarse a que el
envejecimiento reduce la absorcion de nutrientes, pudiendo afectar el
metabolismo y el ciclo enterohepatico de las isoflavonas. El hecho de que la
senilidad modifica la flora intestinal en ratas (Sun y col., 2018) podria
disminuir la produccion de equol y 5-hidroxiequol, los compuestos con
mayor actividad.

Considerando que la harina de maca contiene las isoflavonas
genisteina, daidzeina y gliciteina, la hipotesis que se evaluo fue que la accion
cardioprotectora se debia a estos compuestos y por lo tanto respondia al
mismo mecanismo de accion. Recientemente se demostré que el efecto
cardioprotector de una dosis de genisteina 5 mg/kg via i.p., en el mismo
modelo de I/R empleado en esta Tesis, no se debia a la propiedad inhibitoria
de tirosina-quinasas de ese compuesto, sino a la capacidad de estimular
algunas vias intracelulares (Colareda y col. 2020). Las vias asociadas a los
receptores estrogénicos ERa, ERPB, y GPCR incluyen la secuencia de

proteina-quinasa C (PKCeg) y activacion de los canales mKATP como un
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mecanismo cardioprotector en la [I/R (Deschamps, 2010; Korzick
y Lancaster, 2013; Fukumoto y col., 2013). Las vias activadas por genisteina
en la cardioproteccion fueron la activacion de PKC y la apertura de canales
mKATP, los cuales previenen la sobrecarga de Ca?* mitocondrial (Colareda y
col., 2020). Como se explico antes, en este modelo de I/R cuya recuperacion
contractil post-isquémica es de alrededor del 15% de la P inicial, se produce
la apertura del poro de transicion de permeabilidad (mPTP) y los mKATP no
se activan (Ragone y col., 2020). Considerando que genisteina y maca
aumentan la recuperacion contractil y de economia post-isquémica, ambas
estan previniendo la sobrecarga de Ca?* y la apertura del mPTP. Se
hipotetizo que la maca induciria igual mecanismo que su principio activo
genisteina. Sin embargo, la accion cardioprotectora de maca no fue reducida
por el bloqueo de las PKC con celeritrina ni por el bloqueo de los canales
mKATP con 5-HD, indicando que no involucra la activacion de estas vias, a
diferencia de genisteina. Alternativamente, podria ser que ese mecanismo
participe minoritariamente y al inhibirlo sea compensado por otro
mecanismo cardioprotector de genisteina o de otros componentes.

Se hipotetizo entonces que, al igual que los estrogenos, la maca podria
activar a las NO-sintasas, considerando que la eNOS produce niveles de NO
que S-nitrosilan varias proteinas celulares. Las consecuencias son la
inhibicion de canales Ca?*-L, del complejo I mitocondrial productor de ROS,
y de la apertura del mPTP, las cuales conducen a la cardioproteccion (Sun y
col., 2006). Si bien genisteina no demostré actuar por este mecanismo
(Colareda y col., 2020), se hipotetizé que la maca podria estimular esa via

cardioprotectora dada la presencia de otros principios activos. Sin embargo,
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la perfusion de L-NAME, un inhibidor de dichas enzimas, no impidi6 la
cardioproteccion de maca. Se pensé entonces que podria haber un
sinergismo entre dos mecanismos que evitan la sobrecarga de Ca?*
mitocondrial, como son la apertura de los mKATP y la formacion de NO. De
ese modo, la inhibicion de alguno de ellos podria compensarse por la
capacidad del otro para proteger a las mitocondrias. Para evaluarlo se
inhibieron en simultaneo ambos mecanismos protectores, encontrando una
inhibicion parcial del efecto cardioprotector de la maca evidenciado por una
reduccion de P y P/Ht durante R (Figura 27). En un modelo diferente, de
ratas ovariectomizadas y tratadas durante un mes con isoflavonas de soja se
describi6é que la cardioproteccion contra el infarto se debe a una activacion
de la eNOS y disminucion de marcadores del estrés oxidativo (Tang y col.,
2016). Si bien hay diferencias en el rol de NOS entre ese resultado y los
obtenidos en la presente Tesis con maca, éstas se basan en el grado de
injuria aplicado en cada modelo, una menor dosis de isoflavonas presentes
en la harina de maca que en la soja, y/o la duracion de los respectivos
tratamientos. En el modelo de I/R que se empleo6 en esta Tesis no se produce
un grado de infarto significativo, aun en condicién control sin tratamiento, el
cual recupera durante R hasta un 15% de la contractilidad inicial (Ragone y
col., 2020).

Considerando que las mitocondrias pueden aliviar su sobrecarga de
Ca?* por la via de extrusion mediante el mNCX, se evaluo si la maca podria
incrementar ese mecanismo, para lo cual se lo bloque6 con clonazepam que
actua selectivamente a la dosis de 10 uM (Cox y Matlib, 1993). En el mismo

modelo de I/R en rata no tratada, esta droga no modifica la recuperacion
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postisquémica, pero en el hipotiroidismo redujo la cardioproteccion,
evidenciando que estaba aumentada la extrusion de Ca?* via mNCX (Ragone
y col., 2020). En los corazones de ratas hembra tratados con maca oral,
clonazepam redujo parcialmente la recuperacion contractil (P) y la economia
(P/Ht) al final de la reperfusion llevandolos a valores no significativamente
diferentes del control (Figura 27), y aumento el flujo de calor total (Figura 28
A). Esto se explica porque la inhibicion del mNCX aumenta la concentracion
de calcio mitocondrial, y eso origina una activacion del metabolismo con el
consiguiente incremento del Ht. La inhibicion de la extrusion de Ca
mitocondrial también explica la reduccion de la contractura diastodlica
(ALVEDP). Los resultados sugieren que al mecanismo cardioprotector de
maca también contribuye la estimulacion del mNCX, previniendo la
sobrecarga de calcio mitocondrial.

Los resultados sugieren que puede existir otro mecanismo que
contribuya a la cardioproteccion de la maca, diferente a los aqui evaluados, y
que se mantiene aun cuando se bloqueen NOS, mKATP, mNCX y PKC.
Considerando los antecedentes descriptos hasta ahora para las isoflavonas
de soja, se hipotetiza que podrian ser mecanismos antioxidantes los
responsables de la cardioproteccion. Si bien no se registré6 una actividad
antioxidante importante con el método de DPPH en la muestra de harina de
maca, podriamos pensar que tal actividad se incrementaria con el
metabolismo intestinal de las isoflavonas. Como se discuti6 antes, si la maca
indujera una posible actividad antioxidante, ésta podria resultar insuficiente

en los corazones seniles con excesiva produccion de ROS que induce mayor
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sobrecarga de calcio, explicando la pérdida de la cardioproteccion. Se

necesitan futuros estudios para evaluar estas hipoétesis.

Figura 30: Interpretacién de las vias de proteccion de la harina de raiz de
maca, en base a los resultados obtenidos. Se sugiere un sinergismo de
activacion de Maca (M) sobre eNOS, mNCX y mKATP, lo cual permite a la
célula isquemiada evitar la apertura del mPTP, y la pérdida de metabolitos
como citocromo C, que conducen a la disfuncién, de diversos grados con la

eventual activacion de Caspasas y posterior Apoptosis celular.

GPCR
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Conclusiones
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Esta Tesis demuestra por primera vez un efecto cardioprotector de la
administracion oral diaria de la harina de maca (Lepidium meyenii) a ratas,
evaluado en un modelo de isquemia/reperfusion con atontamiento cardiaco
severo. El efecto consistio en la mejora de la recuperacion contractil y de la
economia muscular (P/Ht) durante la reperfusion, tanto en ratas macho
como en hembras, aunque la accion fue mas importante en machos. Si bien
la maca contiene isoflavonas, se perdio el efecto cardioprotector en ratas
hembras seniles, propio del tratamiento agudo con la isoflavona genisteina.
Mediante inhibidores selectivos, se demostré que en la cardioproteccion de
maca participan varios mecanismos sinérgicos que se complementan, como
la activacion de la NOS, de los canales mKATP y del mNCX. Estos reducen la
sobrecarga de Ca?* mitocondrial y la apertura del mPTP. Pero el mecanismo
cardioprotector se elimind con el envejecimiento, pudiendo relacionarse con
el hecho de que la senilidad aumenta la produccion de ROS mitocondrial
reduciendo la efectividad de principios activos antioxidantes. Ademas, el
envejecimiento reduce la absorcion de nutrientes, el metabolismo y la
consecuente produccion de metabolitos de isoflavonas mas activos, durante
la administracion oral subaguda de la maca. Este estudio da una base
cientifica preclinica para una futura evaluacion clinica del uso de este

alimento nutracéutico en la prevencion del riesgo isquémico cardiaco.
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