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Introducción

La menopausia representa un evento significativo en la 
vida de cada mujer, que conlleva implicaciones médicas, 
psicosociales y culturales. El aumento en la expectativa de 
vida, principalmente en países industrializados donde la 
edad promedio alcanza los 80 años, ha llevado a que las 
mujeres pasen más de un tercio de sus vidas en estado 
posmenopáusico (1,2). Aunque la menopausia es un período 
de transición normal, que abarca una etapa de desarrollo 
dentro del ciclo biológico, la declinación concomitante en las 
concentraciones endógenas de estrógenos puede afectar a 
distintas partes del organismo (3).

En esta etapa, estos cambios en las mujeres pueden 
deberse a múltiples factores, uno de ellos es la formación 
de radicales libres o las especies reactivas del oxígeno (ERO) 
posiblemente debido a la disminución de las concentraciones 
de estrógeno circulantes en sangre periférica, los cuales 
bajan de 100-250 pg/mL, en la vida fértil, a 10 pg/mL (4). 
Las bajas concentraciones de esta hormona pueden tener 
efectos prooxidantes, como, por ejemplo, ruptura del 
material genético, formación de aductos de ADN y oxidación 
de las bases (5). Adicionalmente, se ha encontrado que las 
concentraciones séricas de citoquinas inflamatorias y de 
biomarcadores prooxidantes, tales como el glutatión, son 
más altos en mujeres en edad posmenopáusica que en 
mujeres en edad premenopáusica (6) .

Asimismo, la disminución de estrógenos y el aumento de 
estrés oxidativo han demostrado tener un papel importante 
en otras patologías que aumentan su prevalencia en el estado 
de menopausia, como: enfermedades cardiovasculares (7), 
osteoporosis (8) intensidad de síntomas como los bochornos (9) 
o, incluso, la mortalidad global (9,10). Frente a este problema, 
el organismo se protege utilizando sustancias denominadas 
“antioxidantes”, los cuales son compuestos que detienen el 
ataque y la formación de radicales libres dentro de la célula (4,6).

Otro de los cambios poco estudiados en esta condición, es 
el efecto neurocognitivo que lleva consigo. Georgakis et al., 
en una revisión sistemática, concluye que sí existe evidencia 
que sustente una asociación entre déficit de estrógenos y 
deterioro cognitivo (11). Un ensayo clínico recientemente 
realizado, concluye que, además, existe evidencia que 
sugiere qué tratamiento de reemplazo hormonal previene 
la reducción de la actividad de la corteza prefrontal 
medida por RMN (12). Además, estudios en animales de 
experimentación (13,14) sugieren que estos cambios se inician 
desde la etapa premenopáusica.

En el Perú encontramos una gran variedad de especies 
vegetales endémicas que son utilizadas por nuestras etnias 
originarias con fines curativos, y que han demostrado tener 
potencial antioxidante (15). Tropaeolum tuberosum “mashua” 
es uno de los tubérculos más importantes después de la 
papa, el olluco y la oca; se cultiva en los valles húmedos 
de la zona andina de Perú, Colombia, Argentina, Ecuador y 
Bolivia (16). Es una planta herbácea perenne, semirrastrera 
o trepadora, de la familia Tropaeolaceae, que alcanza los 
dos metros de altura, que produce tubérculos comestibles, 
perfumados y de sabor algo fuerte que miden entre 5 y 15 
cm de largo (17). Estudios previos in vitro (16–19) han reconocido 
la capacidad antioxidante de este tubérculo debido a su alta 
concentración en compuestos fenólicos, antrocianinas y 
carotenoides.

Por ello, el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto 
del extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “mashua” 
sobre la memoria espacial y la lipoperoxidación inducida 
por fluoxetina en hígado en Rattus rattus var. albinus 
ooforectomizadas.

Materiales y métodos
Material vegetal

Se utilizaron raíces tuberosas frescas de Tropaeolum 
tuberosum “mashua”, obtenido en el distrito de la Encañada, 
provincia de Cajamarca, departamento de Cajamarca – Perú. 
La especie fue certificada en el Herbario de la Universidad 
Nacional de Trujillo.

Preparación del extracto

Se procedió a realizar el lavado de los tubérculos y luego 
a triturarlos haciendo uso de una licuadora o un extractor, 
con el objetivo de obtener el mayor concentrado posible del 
principio activo (extracto matriz), el cual, posteriormente, 
fue filtrado quedando libre de impurezas. Luego, se procedió 
a preparar el extracto acuoso a distintas concentraciones, al 
10 y 20 % v/v, tomándose 10 y 20 mL del extracto matriz 
y se aforó a 100 mL con agua destilada, el preparado se 
envasó en frascos ámbar y se conservó en refrigeración 
para evitar su oxidación. Este procedimiento se realizó 
interdiariamente, por un lapso de tres semanas, que fue lo 
que duró el proceso de administración.

Animales de experimentación

Se emplearon 29 especímenes de Rattus rattus var. 
albinus hembras prepúberas, adquiridas del Bioterio de 
la Universidad Nacional de Trujillo (UNT) Trujillo – Perú, 
los cuales estuvieron bajo una alimentación balanceada 
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ad libitum y con las mismas condiciones ambientales. Los 
animales de experimentación fueron divididos en cinco 
grupos: Blanco (n=5), que no recibió ninguna intervención; 
Control (n=6), que fueron ooforectomizadas de forma 
bilateral; Patrón (n=6), ratas ooforectomizadas a las cuales 
se les administró 20 mg/kg por vía oral de una solución 
de 0,15% de fluoxetina (inductor de lipoperoxidación) por 
un lapso de tres semanas, una vez al día; y, finalmente, 
los grupos Problema I (n=6) y II (n=6) que recibieron la 
misma intervención del grupo Patrón por tres semanas 
y, posteriormente, se les administró el extracto de 
Tropaeolum tuberosum “mashua” a una dosis de 1 g/kg 
en concentraciones de 10 y 20%, respectivamente por tres 
semanas más.

Se cumplió con lo establecido en la Declaración Sobre el Uso 
de Animales en la Investigación Biomédica (20) de acuerdo 
a las directrices internacionales vigentes. Actualmente, en 
Perú, aún no se constituye la obligatoriedad de la aprobación 
por un comité institucional de ética animal, a pesar de ello, el 
presente estudio fue evaluado y supervisado por docentes 
expertos en el tema.

Determinación de la peroxidación lipídica en membranas 
de células hepáticas por la técnica de ácido tiobarbitúrico

El malondialdehído (MDA) se considera un producto 
secundario de la peroxidación lipídica y ha sido usado por 
mucho tiempo como un biomarcador para la peroxidación 
de los ácidos grasos omega-3 y omega-6 debido a su fácil 
reacción con el ácido tiobarbitúrico (ATB) (21). En el presente 
estudio, la determinación de MDA se realizó de acuerdo a lo 
mencionado por Ohkawa et al. (22).

Se realizó el sacrificio de los animales de experimentación y, 
posteriormente, se extrajeron los hígados para suspenderlos 
en solución salina fisiológica y luego ser secados con papel 
adsorbente. Se trituró el hígado con ayuda de un mortero 
recubierto en hielo, homogenizando con tampón fosfato 50 
mM pH 7,40 y se filtró 10 mL haciendo uso de una gasa. De 
lo filtrado, se tomó 450 µL al cual se adicionó 50 µL de buffer 
fosfato 50 mmol/L, a pH 7,4 y 1 mL de ácido tricloroacético 
(TCA) al 10%.

Esta solución se centrifugó a 6000 rpm durante 10 min, se 
tomó 1 mL del sobrenadante y se adicionó 1 mL de ácido 
tiobarbitúrico (TBA) al 0,67 %. Dicha mezcla se calentó a 92 °C 
por 30 min para, posteriormente, enfriar en baño de hielo por 
15 min. A continuación, se añadió 4 mL de N-butanol y piridina 
(15:1 v/v), se centrifugó a 3000 rpm por 10 min y se procedió a 
leer la absorbancia del sobrenadante en un espectrofotómetro 
UV/VIS Spectronic 20 modelo Genesys a 532 nm.

Curva de calibración

Se procedió a preparar una solución de ácido tiobarbitúrico 
(ATB) a una concentración de 0,8% (solución I) y una 
solución de malondialdehído (MDA) a una concentración 
de 2 nM/mL (solución II). Se calentó la mezcla a 92 °C por 
30 min para, posteriormente, enfriar en baño de hielo por 
15 min. Con los volúmenes de dilución que se mencionan 
en la Tabla 1 se procedió a elaborar la curva de calibración 
de forma similar a Tukozkan et al. (23) con la ayuda de un 
espectrofotómetro UV/VIS Spectronic 20 modelo Genesys.

Análisis del deterioro de memoria según el test de Morris

El test de Morris es un laberinto de agua, que fue diseñado 
por R.G. Morris para evaluar la memoria espacial en ratas (24), 
y que consiste en una piscina circular llena de agua en la que 
se sitúa una plataforma que debe ser localizada por el animal. 
Con este test es posible valorar la memoria de referencia, 
cuando la plataforma permanece en el mismo lugar durante 
los ensayos; en cambio, cuando se cambia la plataforma de 
posición en cada ensayo, se evalúa la memoria de trabajo (25). 
Estas pruebas fueron realizadas durante cuatro días, durante 
horas de la mañana (8-9 a.m.), en una piscina circular de 
150 cm de diámetro y una profundidad de 50 cm, pintada de 
color negro que se usó para calcular la trayectoria y el tiempo 
(latencia) gastado para alcanzar una plataforma invisible 
(negra) colocada 1 cm debajo de la superficie del agua. Al 
quinto día, se procedió a retirar la plataforma y se calculó el 
número de cruces y el tiempo en segundos de permanencia 
en el cuadrante donde se encontraba dicha plataforma, con 
el objetivo de evaluar la memoria de referencia (26) . 

Solución II
Conc. Final (nM) 0 0,05 0,1 0,5 0,75 1 1,5 2 2,5 3

Solución I (µL) 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500

Solución II (µL) 0 25 50 250 375 500 750 1000 1250 1500

Agua destilada 1500 1475 1450 1250 1125 1000 750 500 250 0

Tabla 1. Volúmenes de dilución para curva de calibración de MDA y ATB (nM/mL)
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Análisis estadístico

La comparación de las absorbancias y concentraciones 
de MDA obtenidas se evaluaron mediante la prueba de 
Kruskal-Wallis usando la prueba de Dunnett como post-hoc. 
La evaluación de la fase de adquisición del test de Morris se 
realizó con ayuda del ANOVA de dos factores con medidas 
repetidas y, con respecto a la fase de retención, se realizó 
un análisis parecido al usado con la capacidad antioxidante. 
El análisis estadístico se realizó con ayuda del programa 
STATA v 12.0 ®. Se considera estadísticamente significativo 
un p<0,05.

Resultados
Al evaluar las concentraciones de MDA por grupo de 
estudio, se encontró que el grupo Patrón tuvo las mayores 
concentraciones promedio, mientras que el grupo control 
que solo recibió ooforectomía tuvo los menores promedios.

Se encontraron diferencias significativas entre las 
absorbancias y las concentraciones de MDA entre grupos 
(p=0,005, en ambos casos) (Tabla 2). Al realizar las 
comparaciones con respecto al patrón, solo se encontró 
diferencias significativas en el grupo que recibió el extracto de 
Tropaeolum tuberosum al 10% (p=0,002) (Gráfico 1).

Con respecto a la evaluación del deterioro de memoria, 
durante la fase de adquisición los tiempos de latencia 
oscilaron entre 27,2 y 75,2 s, en promedio, durante los 
cuatro días de estudio. Durante la fase de retención, el 
grupo al que se le administró Tropaeolum tuberosum al 10% 
obtuvo el mayor número de cruces y tiempo de retención 
(Tabla 3).

Al realizar el análisis por grupos, no se encontraron 
diferencias significativas en el tiempo de latencia ni entre 
grupos (p=0,823), ni intra grupos (p=0,479).

Grupo Absorbancia 
(532 nm)

Concentración 
(nM/mL)

Blanco 0,071±0,03 1,33±0,31

Ooforectomía 0,019±0,03 0,85±0,35

Fluoxetina 20 mg/kg 0,136±0,01 1,93±0,72

Tropaeolum 
tuberosum 10% 0,035±0,02 0,99±0,15

Tropaeolum
tuberosum 20% 0,096±0,02 1,56±0,19

Tabla 2. Concentraciones de malondialdehído (MDA) y 
absorbancias por grupo de estudio

Gráfico 1. Comparación de las concentraciones de malondialdehído 
(MDA) obtenidas en los grupos de estudio

Finalmente, al evaluar la fase de retención por grupos, se 
encontraron diferencias significativas en el número de cruces 
(p=0,006), específicamente al contrastar el grupo Blanco con 
el grupo que recibió el extracto de Tropaeolum tuberosum al 
20% (p=0,018). A diferencia de ello, al evaluar el tiempo en 
segundos durante la fase de retención, no se encontraron 
diferencias significativas entre grupos (p=0,136) (Gráfico 3 
A y B).

Discusión

El presente estudio muestra que el extracto acuoso de 
Tropaeolum tuberosum al 10% tiene una buena actividad 
antioxidante, disminuyendo la producción de derivados 
de la peroxidación lipídica. Durante la búsqueda de 
información no se encontraron estudios previos con 
modelos experimentales in vivo que puedan ser usados 
como comparación para el presente estudio. Estudios previos 
realizados por Chirinos et al. (18); y Campos et al. (17) en modelos 

(*) Prueba de Dunnett
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Tabla 3. Evaluación de memoria espacial mediante el test de Morris por grupo de estudio

Grupo Fase de adquisición-tiempo de latencia (s) Fase de retención

Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Número de 
cruces Tiempo (s)

Blanco 27,2±27,3 41,2±41,2 32,0±19,9 35,8±44,9 10,8±3,6 29,0±6,7

Ooforectomía 63,1±38,0 61,6±29,9 43,0±35,2 37,2±29,1 11,8±2,7 25,8±6,8

Fluoxetina 20 mg/kg 49,0±36,6 56,8±33,3 71,3±10,7 51,5±19,4 8,1±3,7 28,5±20,0

Tropaeolum tuberosum 10% 45,0±23,1 75,2±39,4 57,8±40,0 47,0±30,2 12,5±1,6 31,6±3,7

Tropaeolum tuberosum 20% 33,8±21,3 33,1±25,7 41,0±23,1 40,5±17,7 5,5±2,1 19,5±7,3

Gráfico 3. Fase de retención en el test de Morris. A) Número de cruces por grupo de estudio; B) Tiempo en segundos por grupo de estudio

in vitro (método ABTS) ya sugerían que por la alta presencia 
de fenoles y antrocianinas, la capacidad antioxidante de 
este tubérculo estaba determinada hasta en un 19% por la 
fracción lipofílica.

Chirinos et al. (16), en el año 2007, también analizaron 
la relación de la concentración de fenoles en extractos 
metanólicos de Tropaeolum tuberosum con el porcentaje de 
inhibición de peroxidación lipídica en la membrana celular 
del eritrocito, así como la disminución de la oxidación del 
LDL mediante el uso del método TBARS; en este estudio se 
encontró que los flavonoides como la quercetina, catequina 
y delfinidina-3-glucosido llegan a lograr inhibiciones cercanas 
al 100%. Otros estudios realizados con el método DPPH (19,27), 
refuerzan la idea de que los fenoles y, específicamente, los 
flavonoides serían los principales compuestos involucrados 
en la acción antioxidante de este tubérculo.

De forma similar, tampoco se encontraron estudios 
similares que evalúen el efecto de Tropaeolum tuberosum 
en la cognición o desempeño mental de animales de 

experimentación. Sin embargo, el aumento de los niveles 
de concentración y/o memoria está registrado como 
uno de los usos tradicionales de esta especie vegetal en 
estudios etnobotánicos previos (28,29). Si bien el presente 
trabajo no encontró diferencias significativas con respecto 
al basal en la evaluación por el test de Morris en animales 
de experimentación, se debe tener en consideración 
que esta es una exposición aguda, y que tampoco se 
encontraron diferencias significativas entre los ratones 
blanco y los ooforectomizados, por lo que los resultados 
obtenidos podrían ser a causa del modelo o de la brevedad 
de la exposición. Se recomienda que estudios futuros 
podrían evaluar exposiciones mayores a 4 semanas para 
determinar si existe un efecto en la cognición en animales de 
experimentación.

Se concluye que el extracto acuoso de Tropaeolum 
tuberosum al 10% en dosis de 1 g/kg peso tiene efectos 
de disminución en la peroxidación lipídica inducida por 
fluoxetina en Rattus rattus var. albinus ooforectomizadas; 
sin embargo, no se encontró ningún efecto en la evaluación 
de memoria espacial en este modelo de experimentación.
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