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Resumen

Maytenus macrocarpa (Chuchuhuasi) es un arbol nativo de la region Amazénica del Peru
utilizado como planta medicinal para el tratamiento de muchas enfermedades, sin embargo
su efecto sobre el sistema reproductor masculino aun no ha sido elucidado. El objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto del extracto acuoso de M. macrocarpa en dosis diarias
durante 7 dias sobre los parametros reproductivos de ratones machos. Se utilizé machos
maduros de la cepa C57BL divididos en 2 grupos (n=10), Grupo Control (C): NaCl 0.9% y
Grupo Tratamiento (T): Extracto acuoso de Chuchuhuasi, ambos suministrado diariamente
via sonda esofagica y al octavo dia fueron eutanizados. Se registraron el peso corporal y de
los 6rganos reproductivos: testiculo, epididimo y conducto deferente, se evaluaron la con-
centracion, movilidad y morfologia espermatica. En nuestros datos observamos diferencias
significativas (Prueba t- Student P=0.05) en el peso de la cabeza y cuerpo del epididimo (C:
19.25+1.1 vs T: 21.2642.0), el peso del conducto deferente (C: 10.62+0.7 vs T: 11.75+0.5),
movilidad espermatica progresiva (C: 42.16+5.2 vs T: 25.82+8.4) e Inméviles (C: 36.05+4.9
vs T: 48.51+7.2). No se observaron diferencias en el recuento espermatico entre ambos gru-
pos. La morfologia espermatica normal disminuyd con la ingesta de M. macrocarpa (Prueba
t-Student p<0.05) (C: 39.72+1.3 vs T: 30.7844.9). Concluimos que el extracto acuoso de M.
macrocarpa presenta un efecto negativo en el sistema reproductivo masculino de ratones.

Palabras claves: Maytenus macrocarpa, Chuchuhuasi, ratén, calidad espermatica, infertilidad.
Abstract

Maytenus macrocarpa (chuchuhuasi) is native tree of the Peruvian Amazon used as traditional
medicine for the treatment of many diseases, but its effect on the male reproductive system
has not yet been elucidated. The aim of this study is evaluate the effect of aqueous extract of
M. macrocarpa in daily doses for 7 days on reproductive parameters of male mice. We used
C57BL mature male mice divided into 2 groups (n= 10), Control Group (C): 0.9% NaCl and
Treatment group (T): Aqueous extract of Chuchuhuasi, both supplied daily via oral gavages.
At the eight day of treatment the mice were euthanized. The weight of the body and reproduc-
tive organs: testis, epididymis and vas deferens, were registered. Concentration, motility and
sperm morphology were evaluated. The results showed significantly differences (t- Student
test P<0.05) in the weight of the head and body epididymis (C: 19.25+1.1 vs T: 21.2642.0),
vas deferens (C: 10.61+0.7 vs T: 11.7540.5), progressive sperm motility (C: 42.16£5.2 vs T:
25.8248.4) and immobile sperm (C: 36.05+4.9 vs T: 48.51+7.2). No difference in sperm count
was observed. The sperm normal morphology diminished with ingest of M. macrocarpa (t-
Student test p <0.05) (C: 39.72+1.3 vs T: 30.7844.9). We conclude that the aqueous extract
of chuchuhuasi, has a negative effect on the male reproductive system of mice.

Keywords: Maytenus macrocarpa, Chuchuhuasi, mouse, sperm quality, infertility.

Introduccion

Las plantas y sus derivados han sido usados como alimentos y fuente importante
de principios activos para el tratamiento de distintas enfermedades. El potencial tera-
péutico de la mayoria de estas plantas esta basado en sus propiedades anticancerigenas,
antidiabéticas, hepatoprotectivas, cardioprotectivas, antipasmédicas, analgésicas y varias
otras propiedades farmacoldgicas (D'Cruz et al. 2010).
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Sin embargo, algunas plantas pueden afectar negativamente
distintas funciones fisiolégicas normales, entre ellas la funcién
reproductiva masculina, cuyos efectos adversos han sido atri-
buidos principalmente a propiedades antiespermatogénicas y
antiesteroidogénicas de uno o mds compuestos activos (Lohiya
etal. 2002, Ashok & Meenakshi 2004, Gupta et al. 2004). En
el Perti, aproximadamente 1400 especies de plantas son utili-
zadas con fines medicinales, cuyo uso popular se conoce desde
épocas prehispdnicas.

Los extractos de las plantas de la familia Celastrceas han sido
utilizados por siglos como insecticidas y para el tratamiento de
complicaciones estomacales, fiebre, reumatismo y cdncer (Mejia
& Reng 1995). El género Maytenus es el més abundante e im-
portante de la familia Celastrdceas (Santos et al. 2007).

Se ha demostrado la actividad biolégica de varias especies
de Maytenus: M. ilicifolia como anticonceptivo, antiinflama-
torio y antioxidante (Jorge et al. 2004, Vellosa et al. 2006);
M. krukovii presenta actividad antioxidante, antimutagénica y
antimicrobiana (Bruni et al. 2006); M. aquifolium, propiedades
analgésicas (Gonzalez et al. 2001); M. senegalensis posee actividad
antibacteriana, antiviral, antitumoral (Gessler et al. 1995, Otake
etal. 1995, Matu & Van Staden 2003) y M. macrocarpa actia
como citotéxico de células cancerigenas (Chavez et al. 2010) y
antimicrobiano (Kloucek et al. 2007).

El género Maytenus contiene compuestos activos como los
maitansinoides que ejercen actividad insecticida (Madrigal et al.
1985), triterpenoquinonas y dimeros triterpénicos con actividad
antimicrobiana (Gonzdlez etal. 1996a) y nortriterpeno metilén-
quinonas con funciones antimicrobianas (Gonzdlez et al. 1996b).

Existe poca informacién de los efectos de las plantas de
Maytenus sobre el sistema reproductor de mamiferos. Monta-
nari et al. (1998) proporcionaron dosis diarias de 800 mg/kg
peso corporal (pc) de M. ilicifolia a ratones machos por 20 dias
y no encontraron efecto alguno sobre la espermatogénesis, sin
embargo Montanari y Bevilacqua (2002) en dosis diarias de
1000 mg/kg pc concluyeron que interfiere con la implantacién
embrionaria en ratones.

Maytenus macrocarpa (Chuchuhuasi) es una planta nativa de
la regién Amazénica del Perd, y es usado como planta medicinal
desde la época del antiguo Perd. Previos estudios han reportado
el aislamiento de triterpenos dammarane y triterpenos friede-
lane a partir de la corteza del tallo (Chavez et al. 1997, Chévez
et al. 1998), poliésteres sesquiterpénicos de las hojas (Chavez
et al. 1999) y nortriterpenos macrocarpines A-D de las raices
de M. macrocarpa (Chavez et al. 2000). Su corteza es utilizada
generalmente como aguardiente para el tratamiento de reuma-
tismo, influenza, enfermedades gastrointestinales y como agente
antitumoral (Dhingra et al. 2000), sin embargo su efecto sobre
el sistema reproductor masculino ain no ha sido elucidado.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
ingesta de extracto acuoso de M. macrocarpa (1000 mg/kg pc)
durante 7 dias sobre los pardmetros reproductivos de ratones
machos.

Material y métodos

Animales y condiciones éticas.- Los experimentos se lle-
varon a cabo con ratones (Mus musculus) machos (n= 20) de 8
a 10 semanas de edad de la cepa C57BL. Los animales fueron

adquiridos en el Bioterio de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia (UPCH), Lima, Perd y aclimatados durante una
semana previa a los ensayos en el Bioterio de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM), Lima, Perd, siguiendo lo indicado en la
Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio: ratén
del Instituto Nacional de Salud (Fuentes 2008).

Los animales fueron mantenidos bajo condiciones estdindar
de bioterio con clima controlado (23+5 ©C, 90+5% humedad)
fotoperiodo de 14 h luz: 10 h oscuridad, alimentados con dieta
balanceada para animales (Bedoce) y agua ad libitum un total
de 15 dfas mientras duré la aclimatacién y los ensayos.

Los animales fueron eutanizados por dislocacién cervical
siguiendo los lineamientos del Consejo Nacional de Investig-
acién para el cuidado y uso de animales de laboratorio (NRC,

1996).

Extracto acuoso.- Maytenus macrocarpa fue obtenido de
PromoAgro Export CC (Lima, Pert; voucher botdnico Co-V-
060-013). El extracto acuoso fue preparado del material seco y
pulverizado de la corteza. Cien gramos de M. macrocarpa fue
hervido por 30 minutos en un litro de agua y se dejo enfriar
durante toda la noche a temperatura ambiente. Al siguiente dia
el sobrenadante fue filtrado dos veces usando papel filtro estéril
Whatman (40 pm y 20 pm, respectivamente). El extracto resul-
tante fue alicuotado en microtubos de 1.5 mL y almacenados
a 4 °C hasta su uso.

Disefio experimental.- Los ratones fueron divididos en dos
grupos; el grupo Tratamiento (T) (n= 10), se le administré el
extracto acuoso de M. macrocarpa (1000 mg/kg pc) y al grupo
control (C) (n= 10) solucién salina NaCl 0.9%. Al inicio del
tratamiento se registro su peso corporal. El extracto acuoso de M.
macrocarpay la solucién salina fueron administrados usando una
sonda esofdgica N°18 (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA).
Al octavo dia después del tratamiento se registré el peso corporal
final y los animales fueron eutanizados por dislocacién cervi-
cal. Se pesaron: testiculos, epididimos y conductos deferentes.
Se obtuvieron espermatozoides de la cola del epididimo para
registrar la movilidad, concentracién y morfologfa espermdtica.

Obtencién de epididimos y espermatozoides.- Cada uno
de los epididimos obtenidos fueron lavados con buffer fosfato
salino (PBS pH 7.4) a 37 °C, se realizaron varios cortes en la
cola del epididimo y luego los espermatozoides se liberaron
permaneciendo durante 10 minutos en 0.5 mL de medio de
cultivo Flushing (MediCult®, Copenhagen, Dinamarca), el
contenido espermdtico se recuperé en su totalidad en tubos de
polipropileno de 1.5 mL (Axygen Scientific).

Evaluacién de la movilidad espermdtica.- Muestra esper-
mitica fue colocada sobre una ldmina portaobjetos a 37 °C y
observada a 400X en un microscopio éptico de contraste de fases
(Carl Zeiss Jena). Este procedimiento fue repetido dos veces, los
resultados presentados son el promedio de ambas evaluaciones,
contabilizdndose al menos 100 espermatozoides. Se considerd
que un espermatozoide presentaba Movilidad Progresiva (MP),
cuando presentaba desplazamiento, Movilidad No Progresiva
(MNP) a aquellos que no se desplazaban y s6lo tenian un mov-
imiento iz situ e Inméviles (IM) los que no presentaban ningtin
tipo de movimiento (WHO, 2010).
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Tabla 1. Efecto del extracto acuoso del “Chuchuhuasi” Maytenus macrocarpa sobre el peso corporal, peso de testiculo, epididimo y conducto
deferente entre el grupo Control (C) y Tratamiento (T). Los valores son expresados como media + DS. C=Control peso corporal, T=Tratamiento

peso corporal.

Control (NaCl 0.9%) Chuchuhuasi (1000mg/kg pc) p

Ratones analizados (n) 10

Peso corporal inicial (g) 21.40+0.5 27.30%1.6 C=0.020
Peso corporal final (g) 23.35+1.2 26.62+1.9 T=0.248
Peso testiculo (mg) 72.99£5.5 78.0248.2 0.118
Peso de cabeza + cuerpo del epididimo (mg) 19.25+1.1 21.26x2.0 0.034
Peso de la cola del epididimo (mg) 143.1+2.2 143.3%1.7 0.980
Peso del conducto deferente (mg) 10.62+0.7 11.75+0.5 0.003

Medicién de la concentracidon espermdtica.- La concen-
tracién espermdtica se midié usando una dilucién 1:20, 10
pL de la muestra se diluy6 con 190 pL solucién de fijacion
(WHO, 2010) posteriormente se colocé 10 pL de la dilucién
en la cdmara de Neubauer, y se contaron los espermatozoides
dentro de los campos definidos en la cdmara, mediante el uso de
un microscopio éptico de contraste de fases 400X, la cantidad
de espermatozoides observados se multiplicé por el factor cor-
respondiente (10°). La concentracién de espermatozoides fue
expresada en millones/mL.

Evaluacién de la morfologia espermadtica.- Los esperma-
tozoides fueron expandidos mediante un frotis sobre ldminas
portaobjetos, se dejo secar a temperatura ambiente, se fijaron con
paraformaldehido por 20 minutos y se colorearon con Eosina-Y
al 5%. Se analizaron 250 espermatozoides por espécimen bajo
un microscopio 6ptico (Carl Zeiss Jena, Amplival) de campo
claro con objetivo de inmersién (1000X). Se consideré como
anormal, aquel espermatozoide que presentaba alteraciones
morfoldgicas en cabeza, pieza intermedia, cola o en presencia de
mds de una alteracién. Espermatozoides con gota citoplasmdtica
fueron considerados inmaduros.

Andlisis estadisticos.- Los andlisis estadisticos fueron re-
alizados con el programa SPSS v21 para Windows. Los datos
cumplieron las premisas de normalidad y homogeneidad de
varianza (Prueba de Levene) por lo cual todos los resultados se
analizaron mediante la prueba de T-student. El nivel de signifi-
cancia establecido fue P< 0.05.

Resultados

Peso corporal y 6rganos reproductivos.- En el grupo control
se observé diferencias significativas en el peso corporal inicial y
final (P=0.020). Asi mismo se observé diferencias significativas

entre el grupo control y tratamiento en el peso de la cabeza y el
cuerpo del epididimo (= 0.034) y el peso del conducto deferente
(P=0.003). Los resultados se resumen en la Tabla 1.

Movilidad y concentracién espermdtica.- No se observd
diferencias significativas en la concentracién espermdtica entre
ambos grupos (Tabla 2). Respecto a la movilidad espermdtica
se observa diferencias significativas (P<0.05) en la Movilidad
Progresiva (C: 42.16+5.2 vs T: 25.82+8.4) e Inmdviles (C:
36.05+4.9 vs T: 48.51+7.2). No se encontré diferencias sig-
nificativas en la Movilidad No Progresiva (C: 25.38+4.0 vs T:
29.16+5.5) (Figura 1).

50

M
40 -
(%) *
30 -
20 -
10 -
0
MP MNP M

Movilidad espermatica

[ control NaCl 0.9%
[ Maytenus macrocarpa 1000 mg/kg pc

Figura 1. Efecto del extracto acuoso del “Chuchuhuasi’” Maytenus ma-
crocarpa sobre la movilidad espermatica. MP: Movilidad progresiva;
MNP: Movilidad no progresiva; IM: Inmovilidad; pc: peso corporal. Los
valores son expresados como media + SD. *P<0.05 en comparacion
con el grupo control.

Tabla 2. Efecto del extracto acuoso del Chuchuhuasi Maytenus macrocarpa sobre la concentracion y morfologia espermatica. Pl: Pieza inter-
media, pc: peso corporal. Los valores son expresados como media + SD. *P<0.05 en comparacion con el grupo control.

Control NaCl 0.9% Chuchuhuasi 1000 mg/kg pc

NP° ratones analizados 10 10

Concentracion espermatica (x10°/mL) 14,40+3.3 15,04+2.2
Normales 39,72+1,3 30,78+4,9*
Anormalidad de la cabeza 23,91+5,9 26,74+3,7
Anormalidad de la PI 50,59+6,5 49,88+10,9
Anormalidad de la cola 31.73+9,1 30,70+5,9
Gota citoplasmatica 18,5148,6 23,4149,2
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Morfologia.- Las evaluaciones morfolégicas mostraron dife-
rencias significativas (prueba t-student, P<0.05) en el porcentaje
de espermatozoides normales entre el grupo T y el grupo C
(Tabla 2). Al evaluar la distribucién de anormalidades (cantidad
neta de ocurrencias por cada anormalidad observada) no se
observé diferencias significativas entre ambos grupos (Tabla 2).

Discusién
El presente estudio se realiz6 para evaluar si el extracto acuoso

de M. macrocarpa (1000 mg/kg pc) produce toxicidad sobre el

sistema reproductor masculino.

No se observé diferencias significativas en el peso corporal
de los ratones suministrados con M. macrocarpa “Chuchuhuasi”
(Tabla 1) sugiriendo que el extracto acuoso no causaria toxici-
dad sistémica en el individuo a la concentracién suministrada.
M. macrocarpa “Chuchuhuasi” presenta fitoelementos como
triterpenos cuya actividad antiinflamatoria (Safavhi y Sailer
1997, Nikiema et al., 2001, Costa et al. 2003) se ha asociado
con la inhibicién de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) (Medeiros et
al. 2007), molécula relacionada a la sintesis de prostaglandina,
moléculas importantes en la movilidad de los espermatozoides
(Balaji etal. 2007a, b). Ademds, contiene alcaloides que inhiben
la produccién de proteina quinasa C (PKC) (Bradshaw et al.
1993) asociada también a la movilidad espermdtica (White et al.
2007), alguno de estos compuestos podria estar disminuyendo
la movilidad espermdtica reportada en esta investigacion.

Los resultados con respecto a la morfologia espermdtica,
sugieren que M. macrocarpa “Chuchuhuasi” afectaria a la es-
permatogénesis en el estadio de espermdtide tardia, al final de la
espermiogénesis, posiblemente alterando la condensacién de la
cromatina, ocasionando un aumento de la morfologfa anormal
reportado en este estudio. Basados en los resultados del presente
estudio concluimos que el extracto acuoso de M. macrocarpa
“Chuchuhuasi” en dosis de 1000 mg/kg pc, presenta un efecto
negativo en el sistema reproductivo masculino de ratones.
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