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RESUMO

A Maca tem sido amplamente utilizada na medicina complementar para tratar
infertilidade, redugdo da libido e outros sintomas associados a menopausa. O
presente estudo explorou a influéncia da suplementacédo oral com Maca Vermelha
em indicadores comportamentais, metabdlicos e bioquimicos associados ao
hipoestrogenismo. Apds aclimatagcdo, ratas Wistar adultas foram submetidas a
ovariectomia (OVX) ou cirurgia simulada (SHAM). Os animais foram entao tratados
por gavagem com uma suspensdo de Maca Vermelha (100 mg/kg/dia) por 21 dias.
Ao final do tratamento, os animais foram submetidos ao teste de campo aberto e
eutanasiados para coleta do utero, hipdfise, adeno-hipéfise, timo, tecidos adiposos
branco e marrom e do plasma para as analises de glicemia casual, colesterol total,
triglicerideos, lactato e calcio. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal da UNIFAL/MG (protocolo 005/2022). Tanto a OVX
quanto a administracdo da Maca Vermelha n&o alteraram a glicemia casual, o perfil
lipidico plasmatico e as concentragdes de calcio. Além disso, o tratamento com
Maca Vermelha ndo modificou as alteracdes induzidas por OVX na massa corporal,
indice uterino ou tamanho relativo do tecido adiposo marrom. No entanto, a Maca
Vermelha preveniu a diminui¢cdo induzida pela OVX na massa relativa da hipofise,
indicando um papel potencial no controle central da fungdo gonadal. A administragao
de Maca Vermelha induziu ainda a um efeito ansiolitico em animais OVX, mas n&o
em animais SHAM, o que ocorreu em paralelo com alteragdes do perfil da microbiota
intestinal. A analise da composicdo da Maca Vermelha revelou quantidades
significativas de flavonoides, que podem estar subjacentes a importante atividade
antioxidante, conforme demonstrado por ensaios de eliminagao de radicais in vitro.
Portanto, a Maca Vermelha pode ser considerada um alimento funcional em
potencial para gerenciar alteragdes associadas ao hipoestrogenismo,
particularmente no comportamento e na saude intestinal. No entanto, o uso mais
prolongado deve ser avaliado por estudos futuros, a fim de validar os efeitos
benéficos da Maca Vermelha em marcadores metabdlicos, comportamentais e
bioquimicos.

Palavras-chave: Lepidium meyenii Walp; Ratas ovariectomizadas; Funcédo gonadal,
Microbiota intestinal; Dislipidemia; Ansiedade.



ABSTRACT

Maca has been widely used in complementary medicine to treat infertility, reduced
libido, and other symptoms associated with menopause. The present study explored
the influence of oral supplementation with Red Maca on behavioral, metabolic, and
biochemical indicators associated with hypoestrogenism. After acclimatization, adult
Wistar rats underwent ovariectomy (OVX) or sham surgery (SHAM). The animals
were then treated by gavage with a suspension of Red Maca (100 mg/kg/day) for 21
days. At the end of the treatment, the animals were subjected to the open field test
and euthanized for collection of the uterus, pituitary, adenohypophysis, thymus, white
and brown adipose tissues, and plasm for analysis of casual blood glucose, total
cholesterol, triglycerides, lactate, and calcium. All procedures were approved by the
Animal Research Ethics Committee of UNIFAL/MG (protocol 005/2022). Neither OVX
nor Red Maca administration altered random blood glucose, plasma lipid profile, or
calcium concentrations. Furthermore, Red Maca treatment did not modify OVX-
induced changes in body mass, uterine index, or relative brown adipose tissue size.
However, Red Maca prevented the OVX-induced decrease in relative pituitary mass,
indicating a potential role in the central control of gonadal function. Red Maca
administration also induced an anxiolytic effect in OVX animals, but not in SHAM
animals, which occurred in parallel with changes in the gut microbiota profile.
Analysis of the composition of Red Maca revealed significant amounts of flavonoids,
which may underlie the important antioxidant activity, as demonstrated by in vitro
radical scavenging assays. Therefore, Red Maca can be considered a potential
functional food to manage changes associated with hypoestrogenism, particularly in
behavior and gut health. However, longer use should be evaluated by future studies
in order to validate the beneficial effects of Red Maca on metabolic, behavioral and
biochemical markers.

Keywords: Lepidium meyenii Walp; Ovariectomized rats; Gonadal function; Gut
microbiota; Dyslipidemia; Anxiety.
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1 INTRODUGAO

A menopausa comeca apos doze meses do Ultimo ciclo menstrual e
representa um marco importante para a saude da mulher. A transigao hormonal, que
caracteriza o periodo do climatério, estd associada ao aumento da massa adiposa,
resisténcia a insulina, dislipidemia e disfungdo endotelial (Nappi et al., 2022), como
resultado da produgdo progressivamente reduzida de estrogénio e progesterona
pelos ovarios (Paciuc, 2020).

Estudos recentes sugerem que alteragcdes metabdlicas devido a deplegao de
estrogénio apés a menopausa levam a um risco cardiovascular aumentado (Kim et
al., 2020), que pode ser agravado por um estilo de vida sedentario (Dgbrowska-
Galas et al., 2019). Além disso, o hipoestrogenismo esta associado a mudancgas
anatbmicas e fisioldgicas, que comprometem o assoalho pélvico e os esfincteres,
podendo explicar uma maior prevaléncia de constipagao intestinal em mulheres no
periodo pés-menopausa (Dantas et al., 2020). Manifestagées de ordem psicoldgica,
reducdo do desempenho sexual, irritabilidade, alteragdes do humor, e disturbios do
sono podem também estar presentes (Callan et al., 2018).

O crescimento da populagao idosa no Brasil tem ocorrido de forma acelerada
e, a expectativa de vida da populagao feminina € maior em relacdo a masculina, com
isso, mais mulheres vao experimentar cada vez mais mudangas relacionadas ao
climatério e a menopausa, razado pela qual essa fase da vida merece maior atencao
no ambito da saude publica e da busca por tratamentos alternativos (Goncgalves et
al., 2016), uma vez que a reposicdo hormonal com estrogénio tem inumeras
contraindicagoes.

A Maca (Lepidium meyenii Walp.) € uma erva crucifera nativa da América do
Sul, que cresce exclusivamente acima de 3.500 m nos Andes centrais. E rica em
fibras, nutrientes essenciais e compostos bioativos, como isoflavonas, quercetina e
antocianinas (Santos et al., 2021). Estudos utilizando Maca em ratas
ovariectomizadas (OVX) verificaram melhora da massa 6ssea e restauragcdo do
tecido 6sseo trabecular das vértebras lombares (Zhang et al., 2006), aumento dose-
dependente dos niveis de Interferon Gama (IFN-y), favorecendo a imunidade inata
(Leiva-Revilla et al., 2014) e atividade antidepressiva (Rubio et al., 2006).

Diante deste contexto, o presente estudo teve como objetivo elucidar o efeito
da Maca Vermelha sobre paradmetros metabdlicos, comportamentais e sobre o perfil
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de microbiota intestinal de ratas OVX, utilizadas amplamente na literatura para
mimetizar os efeitos sistémicos e centrais do hipoestrogenismo associado a

menopausa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTEROIDES SEXUAIS FEMININOS E O EIXO GONADAL

O grupo de hormdnios esteroides secretados principalmente pelo ovario e, em
menor quantidade, pelas adrenais, € denominado estrogénio, e engloba trés
horménios estruturalmente semelhantes: estrona, estriol e 17(3-estradiol, sendo o
ultimo o principal esteroide em humanos, uma vez que é a forma prevalente durante
a maior parte da vida reprodutiva (National Academies of Sciences et al., 2020).

Os hormonios ovarianos regulam a secrecao dos demais horménios do eixo
hipotalamo-hipdfise-gbnadas por meio de um classico controle de retroalimentagao
negativa. Durante a ativagdo do eixo, ocorre a secregdo do hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotalamo, sendo o mesmo transportado para a adeno-
hipdéfise por meio do sistema porta hipotalamico-hipofisario. La, o GnRH estimula os
gonadotrofos a secretarem o hormodnio foliculo-estimulante (FSH) e hormdnio
luteinizante (LH), os quais estimulam a sintese e secrecdo de 17(3-estradiol pelos
ovarios (Gingold; Jain; Jalai, 2022). O estradiol, por sua vez, inibe a liberagcéo
adicional de LH e FSH, bem como a frequéncia dos pulsos de GnRH no hipotalamo.
Apenas no momento pré-ovulatorio essa relagao se inverte, passando a constituir
uma retroalimentagao positiva (Guyton; Hall, 2006).

Com o avango da idade, o sistema de feedback sofre altera¢des graduais, e,
com a menopausa, a deplegcdo dos foliculos ovarianos € acompanhada pela
diminuicdo drastica da produgdo de 17B-estradiol e progesterona,
subsequentemente aumentando a secrecdo de FSH e LH (Amarya; Singh;
Sabharwal, 2018). No sexo feminino, a funcdo do FSH é regular o crescimento
folicular e a producao crescente de estradiol pelas células da granulosa, ja o LH é
responsavel por aumentar a captagcdo de colesterol e estimular as células
intersticiais da teca dos foliculos ovarianos a secretar androstenediona e
testosterona (Orlowski; Sarao, 2023).

A ovariectomia em ratas, desde a década de 1980, € conhecida por acelerar o
ganho de massa corporea, especialmente tecido adiposo. Algumas das
possibilidades que poderiam explicar esse fato, sdo a relacado entre a deficiéncia de

estrogénio e a diminuigdo de receptores de leptina no hipotalamo, reduzindo a



15

sensagao de saciedade (Kimura et al., 2002), e a diminuicdo do gasto energético
provocado pela deficiéncia de estrogénio (Richard, 1986). Dessa forma, a OVX tem
sido amplamente utilizada na literatura como um modelo in vivo para mimetizar as

manifestagdes da pds-menopausa (Gallo et al., 2008).

2.2 MENOPAUSA

A menopausa € o periodo que se segue ao Ultimo ciclo menstrual,
caracterizando o final do climatério, fase que compreende a transi¢cdo entre o
periodo reprodutivo e o ndo reprodutivo da vida da mulher. Nesta fase, ocorre queda
progressiva de produgcdo dos horménios estrogénio e progesterona pelos ovarios
(Habeeb, 2024).

Estudos da literatura relacionam a idade de ocorréncia da menopausa a taxas
de mortalidade. Em mulheres com idade mais avancada de inicio da menopausa, a
mortalidade esta normalmente relacionada a neoplasias malignas ginecoldgicas
horménio-dependentes (Wu et al., 2014); entre aquelas em que a menopausa ocorre
mais precocemente, a mortalidade € decorrente de alguma causa especifica, como
as doengas cardiovasculares (Li et al., 2013). Uma possivel explicacdo para a
relagdo entre mortalidade cardiovascular e menopausa seria 0 aumento do estresse
oxidativo e a deterioracdo precoce de células vasculares endoteliais, células de
musculo liso e do miocardio, que expressam receptores sensiveis a estrogénio
(Mondul et al., 2005).

A reducédo dos niveis de estrogénio decorrente da transigdo menopausal
também tem sido apontada como a principal responsavel pelas dislipidemias, as
quais também aumentam indiretamente o risco cardiovascular (Camon; Garratt;
Correa, 2024). Além disso, na menopausa ha maior incidéncia de obesidade,
sintomas vasomotores, urogenitais e psicolégicos, redugdo do desempenho sexual
(Sutton-Tyrrell et al., 2010), fogacho, sudorese noturna, secura da pele, secura
vaginal, irritabilidade, alteragbes do humor, modificagdo na sexualidade,
osteoporose, e disturbios do sono (Chang; Lewis; Wertz, 2023). No entanto, a
reposicdo hormonal com estrogénio nem sempre é indicada, devido a seus
potenciais efeitos colaterais e contraindica¢des (Mehta; Kling; Manson, 2021).

Os sinais e sintomas gastrointestinais também sao comuns durante e apos a

menopausa. Um estudo realizado com 60 mulheres saudaveis na pés-menopausa
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avaliou a associagado da composigao e diversidade do microbioma fecal com niveis
urinarios de estrogénios e seus metabdlitos. Os resultados obtidos apoiaram a
hipétese de que diferengcas no metabolismo e nos niveis de estrogénio estao
associadas a menor diversidade microbiana intestinal (Fuhrman et al., 2014).

Como o crescimento da populacéo idosa tem ocorrido de forma acelerada e, a
expectativa de vida da populacdo feminina € maior em relacdo a masculina, mais
mulheres vao experimentar mudangas relacionadas ao climatério e a menopausa,
razao pela qual essa fase da vida merece maior atengao no ambito da saude publica

e da busca por tratamentos alternativos (Delanerolle et al., 2025).

2.2.1 Alteragbes metabdlicas na menopausa

Na menopausa, muitas mulheres experimentam mudang¢as no peso e na
composi¢ao corporal, sendo a regido abdominal a mais comprometida, aumentando
os riscos cardiovascular e metabdlico em longo prazo (Fenton, 2021). Além disso, foi
demonstrado que o volume de gordura visceral aumenta a medida que os niveis de
estrogénio diminuem durante a menopausa, o que pode comprometer ainda mais a
saude cardiovascular nesta fase da vida (El Khoudary et al., 2015).

A circunferéncia da cintura costuma aumentar significativamente durante essa
transicéo, e mudangas semelhantes sao vistas em uma variedade de grupos étnicos.
A reducdo dos niveis de estrogénio, que parece ser um gatilho importante para
essas mudancgas, também altera o gasto energético total e em repouso (Gavin et al.,
2018). Os niveis de FSH apresentam aumento na menopausa, 0 que parece ter um
efeito independente na regulagcdo da homeostase energética. Isso explica porque o
uso da terapia de reposicdo de estrogénio, que nao suprime completamente os
niveis de FSH, pode falhar em prevenir completamente as altera¢gées de gordura na
menopausa (Kohrt; Wierman, 2017).

O sono também é afetado negativamente pela menopausa, que pode ocorrer
devido ao rubor e suor noturnos, despertar aleatério nas primeiras horas da manha
ou apneia obstrutiva do sono. A privagao do sono esta associada a fadiga e a niveis
mais baixos de atividade fisica, o que leva a uma associag¢ao clara também ao maior
ganho de peso na menopausa (Patel et al., 2006).

Uma revisao considerando a modificagado de padrdes alimentares demonstrou

que mulheres foram capazes perder e manter o peso durante a transicdo da
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menopausa apos sessdes nutricionais individuais ou em grupo, promovendo uma
reducdo na ingestdo de gordura e um aumento no consumo de frutas, vegetais e
graos integrais, bem como a adog¢ao dos principios da dieta mediterranea (Pugliese
et al., 2020).

Em adicdo ao risco metabdlico, o risco cardiovascular associado a
menopausa € amplamente atribuido @ mudanga para um perfil lipidico aterogénico,
caracterizado por um aumento nas concentragbes de colesterol total (CT),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e triglicerideos (TG) e uma diminuicdo na
concentragéo de lipoproteinas de alta densidade (HDL) (El Khoudary, 2017). Essas
alteracdes no perfil lipidico parecem ser independentes da idade, do indice de
massa corporal (IMC) e do tempo desde o ultimo periodo menstrual (Anagnostis et
al., 2020). Isso porque os estrogénios exercem um papel protetor no sistema
cardiovascular e sdo produzidos principalmente nos ovarios por meio de um
processo que usa o LDL como substrato. Entretanto, o LDL circulatério ndo é
utilizado para sintetizar estrogénio durante a menopausa, resultando assim na
diminui¢cdo da produgéo de estrogénio e no aumento da disponibilidade sistémica do
substrato, levando ao aumento do risco de doencas cardiovasculares (Thaung Zaw;
Howe; Wong, 2018).

Em geral, os estrogénios exdgenos exercem um efeito benéfico sobre o perfil
lipidico, refletido na diminuicao do CT, do LDL e no aumento das concentragdes de
HDL (Salpeter et al., 2006). Em paralelo, a ado¢gdo de uma dieta saudavel
envolvendo alto consumo de peixes, algas marinhas, laticinios com baixo teor de
gorduras, cereais integrais, vegetais frescos, frutas e baixo consumo de fast foods,
alimentos ricos em gordura animal, doces e frituras, demonstra ter um efeito protetor
contra a desregulagdo do metabolismo lipidico entre mulheres na pdés menopausa
(Woo; Shin; Kim, 2014). Além do mais, recomenda-se que mulheres na pos-
menopausa aumentem sua ingestdo de antioxidantes exdgenos, como vitaminas,
flavonoides e isoflavonas, nutrientes encontrados em frutas, vegetais, soja, cacau e

extratos naturais (Hwang et al., 2019).

2.2.2 Efeitos da menopausa em tecidos-alvo da fungao estrogénica

Quando os ovarios de uma mulher adulta sdo removidos, os 6rgaos sexuais

regridem até certo ponto, de maneira que o utero se torna quase infantil em
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tamanho, a vagina fica menor e o epitélio vaginal torna-se fino e mais susceptivel a
lesdes. As mesmas mudancas tendem a ocorrer na mulher depois da menopausa,
uma vez que o estrégeno é responsavel por estimular as glandulas do endométrio
(Guyton; Hall, 2006). O declinio da fungdo ovariana com a menopausa esta
associado a aumentos espontaneos de citocinas pré-inflamatérias, incluindo
Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 6 (IL-6) e Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Os
mecanismos moleculares precisos pelos quais o estrogénio interfere na atividade
das citocinas ainda nao estao esclarecidos, mas podem incluir interagdes do reticulo
endoplasmatico com fatores de transcricao, modulagao da atividade do 6xido nitrico,
efeitos antioxidantes, acbes da membrana plasmatica e alteragdes na funcdo das
células imunes (Zhou et al., 2016). Durante a transi¢do da menopausa, ha também
uma reducgado progressiva na sensibilidade da hipéfise ao estradiol (Perliman et al.,
2018).

Além do mais, a distribuicdo visceral dos adipdcitos esta relacionada ao
aumento da inflamagdo, um gatilho importante para doencas cardiovasculares e
metabdlicas, conforme ja discutido. O tecido adiposo branco (TAB) é considerado um
orgao endocrino, capaz de produzir muitas adipocinas e substancias que estédo
associadas a resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) e sindrome
metabdlica (Fenton, 2021). Um estudo investigando a associagédo entre adipocinas
séricas e 0s niveis séricos de estrogénio em mulheres saudaveis na pré- e pos-
menopausa verificou que os niveis de TNF-a foram significativamente maiores apos
a menopausa, sugerindo que a deficiéncia de estrogénio resulta no aumento da
inflamacado sistémica, o que pode contribuir para o desenvolvimento de

aterosclerose e DM-2 (Hong et al., 2007).

2.2.3 A microbiota intestinal e sua relacdo com a saude mental

O microbioma intestinal € predominantemente composto por Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria. Quando ha um desequilibrio de
qualquer um desses filos de bactérias, pode ocorrer a disbiose, em que a
abundancia de bactérias desejaveis leva ao aumento do pH promovendo
sintomas desconfortaveis de gases, inchaco e/ou diarreia. Na disbiose, a
abundéancia de bactérias prejudiciais também pode aumentar, reduzindo as

bactérias desejaveis e a variedade de micro-organismos presentes
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(Alagiakrishnan; Morgadinho; Halverson, 2024). Ja €& bem sabido que, em
individuos idosos, a composicdo da microbiota apresenta naturalmente uma
diversidade reduzida, com predominancia de Proteobacteria e diminuicdo de
Bifidobacterium (Biagi et al., 2010).

Outro conceito importante dentro deste contexto é o de estroboloma, que é o
nome dado ao agregado de genes bacterianos entéricos cujos produtos s&o capazes
de metabolizar estrogénios (Hu et al., 2023). Ha também uma relagdo entre a
riqueza microbiana intestinal, estrogénios sistémicos e fecais, e a atividade da [3-
glucuronidase, que € uma enzima hidrolitica envolvida na desconjugacdo de
estrogénios, em mulheres saudaveis na pdés-menopausa (Flores et al., 2012). O
impacto da menopausa nos horménios intestinais, como leptina, grelina e
adiponectina, que regulam a saciedade, € especulado, porém permanece
desconhecido (Rettberg; Yao; Brinton, 2014). Porém, ja foi demonstrado em modelos
animas que o microbioma intestinal se altera em resposta a OVX, e que isso esta
associado a mudangas significativas na saude metabdlica.

Sabe-se que a microbiota intestinal esta envolvida na homeostase energética,
extraindo energia dos alimentos por meio de processos de fermentacédo e formagéo
de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) (Magne et al., 2020). Ela também
aumenta a vascularizagao das vilosidades, levando a melhor absorcdo de nutrientes
e diminuicdo dos niveis de quinase ativada por AMP ciclico (AMPK) e 3-oxidagao no
tecido muscular. Além disso, a microbiota modula a inibicado da liberagdo do fator
adiposo induzido pelo jejum (FIAF), um inibidor da atividade da lipoproteina lipase
(LPL), resultando no armazenamento subsequente de triglicerideos no tecido
adiposo e no figado (Backhed et al., 2004). A microbiota também influencia o
desenvolvimento de endotoxemia metabdlica e inflamacao de baixo grau, que pode
ocorrer devido a exposi¢cao crénica ao lipopolissacarideo (LPS), uma molécula pro-
inflamatdria derivada de bactérias Gram-negativas, que passaria do lumen intestinal
para a corrente sanguinea (Magne et al., 2020).

A atividade endotéxica do LPS das bactérias pertencentes ao filo
Bacteroidetes parece ser menor do que a de outras bactérias Gram-negativas, como
aquelas pertencentes ao filo Proteobacteria. Curiosamente, aumentos de
Proteobacteria também foram observados em individuos ou animais obesos, e a
administracao de Enterobacter, um membro do filo Proteobacteria em camundongos

livres de germes resultou no desenvolvimento de obesidade e resisténcia a insulina
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(Fei; Zhao, 2013). Sobre a produgdo de AGCC, Bacteroidetes produzem
principalmente acetato e propionato, enquanto Firmicutes produzem mais butirato,
que é considerado uma molécula promotora da saude devido a sua capacidade de
aumentar a sensibilidade a insulina, exercer atividades anti-inflamatérias, regular o
metabolismo energético e aumentar a expressdo do gene da leptina (Magne et al.,
2020).

Assim, parece que o microbioma tem um papel fundamental na regulagao do
metabolismo do estrogénio e qualquer interagdo pode ser bidirecional. Explorar essa
relagdo em mulheres na menopausa também pode fornecer novos caminhos para
intervencdo terapéutica (Becker; Manson, 2020), também considerando-se o
impacto dessa relagao na saude mental, por meio do eixo intestino-cérebro.

Nesse contexto, sabe-se que o transtorno depressivo maior afeta
aproximadamente 6 % da populacdo global a cada ano. E duas vezes mais
frequente em mulheres do que homens, e mudangas nos horménios esteroides
sexuais endogenos sdo indicados como um fator contribuinte (Santoro et al., 2021).
Mulheres com historico prévio de transtorno depressivo maior sdo mais susceptiveis
a recorréncia durante a transicado da menopausa (Brown et al., 2024).

Os transtornos de ansiedade também tém uma grande relevancia no contexto
atual de saude mental. O termo ansiedade é frequentemente usado para descrever
uma ampla gama de sintomas, incluindo aqueles associados a transtornos de
ansiedade, como transtorno do panico ou ansiedade generalizada e sintomas fisicos
associados, como falta de ar, taquicardia e tensdo. Alguns desses sintomas podem
ser semelhantes a manifestacbes da menopausa, que séo prevalentes no processo
de envelhecimento, sendo, portanto, dificil de distinguir (Tripathi, 2022). Um estudo
realizado na China encontrou uma relacao longitudinal bidirecional entre sintomas de
ansiedade e o incbmodo devido aos sintomas vasomotores da menopausa,
sugerindo que a ansiedade pode ser tanto uma causa quanto uma consequéncia
das alteragdes autonémicas (Tang et al., 2020).

A diminuicdo de estrogénio e progesterona e mudangas nas suas propor¢des
durante a transicdo da menopausa estdo associados a disturbios do sono, como
insénia, privagdo do sono, sonoléncia diurna excessiva, apneia obstrutiva do sono,
sindrome das pernas inquietas, depressao, disturbios de humor e ansiedade, que
resultam em sintomas fisicos e psicolégicos deletérios (Jehan et al., 2015). A ma

qualidade do sono também estd associada a prejuizos a qualidade de vida e ao
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aumento da ingestao de energia, de alimentos ricos em gordura e agucar, diminuigéo
da atividade fisica, ganho de peso e risco de obesidade (Kravitz; Kazlauskaite; Joffe,
2018).

2.3 ALIMENTOS FUNCIONAIS

A seguranca e os beneficios da terapia de reposicao hormonal (TRH) em
mulheres na pds-menopausa tem sido debatido devido as descobertas em ensaios
clinicos demonstrando associagdo com riscos a saude, principalmente
cardiovascular e com o aumento da incidéncia de cancer de mama (Delgobo et al.,
2019), evidenciando a importancia da busca por tratamentos alternativos.

Neste contexto, alimentos funcionais sdo aqueles que possuem compostos
bioativos capazes de apresentar efeitos benéficos a saude, além de seu valor
nutricional basico (Lionetti et al., 2019). O conceito de alimentos funcionais foi
iniciado e regulamentado pelo Ministério da Saude e Bem-Estar do Japdo, na
década de 1980 e depois progrediu para a América do Norte e outros mercados
(Essa et al., 2021).

Alimentos de origem vegetal sdo uma rica fonte de antioxidantes naturais que
ajudam a fortalecer a imunidade inata e protegem dos efeitos toxicos dos oxidantes.
Os polifendis sdo compostos bioativos presentes nesses alimentos e apontados
como Os principais responsaveis pela acédo antioxidante, além de atividades
antialérgicas, antimutagénicas (Alshatwi et al., 2010) e neuroprotetoras (Yu et al.,
2017). Muitos alimentos s&o reconhecidos como funcionais por conterem esses
polifendis e/ou outros compostos bioativos, como: tomate, brocolis, soja, espinafre,
mirtilo, roma, uva, manga, améndoa, noz, peixes, probidticos, entre outros, e que ja
foram associados aos mais diversos efeitos a saude (Essa et al., 2021).

A ingestdo alimentar de mulheres na pds-menopausa demonstrou estar
associada a gravidade de sintomas psicologicos, somaticos, vasomotores e
disturbios do sono (Meegaswatte et al., 2024), comprovando a importancia da

alimentagao nesse processo.

2.3.1 Maca

A primeira descricdo taxonémica da espécie Lepidium meyenii Walp., foi
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realizada em 1843, proveniente de dados coletados em um lugarejo chamado
Meyeni, do Departamento de Puno, Peru (Zhang; Zhang, 2020). Essa planta
pertence a familia Brassicaceae, sendo conhecida tradicionalmente por maca,
maina, maca-chicha, ginseng-dos-andes, ginseng peruano e maca peruana
(Gonzales, 2011).

A Maca € um tubérculo rico em fibras, nutrientes e compostos bioativos como
isoflavonas, quercetina e antocianinas, responsaveis por proporcionar diversos
beneficios a saude, (Da Silva Leitdo Peres et al., 2020). As principais classes de
fitoquimicos encontradas na Maca sdo glucosinolatos, isotiocianatos, macaene e
macamidas, alcaloides, (tio) hidantoinas, flavonoides, catequinas e fitoesteroides
(Wang; Zhu, 2019), sendo que as macamidas constituem um grupo de metabdlitos
secundarios encontrados apenas na Maca, ao qual é atribuida boa parte de sua
funcionalidade (Zhu et al., 2020).

E nativa do Peru, mas pode ser encontrada na Bolivia, Colémbia, Chile e
Argentina. O hipocétilo da Maca é fundido a raiz formando um tubérculo que contém
as substancias de reserva e constituintes responsaveis pelas propriedades
atribuidas a planta. Com aspecto parecido ao rabanete, mede de 2,5 a 6 cm e
possui coloracao diversificada, que vai do amarelo ao preto, caracterizando treze
quimiotipos diferentes (Minich et al., 2024).

As diferentes cores disponiveis de Maca, trés delas exemplificadas na Figura
1, influenciam positivamente sua agao farmacolégica e bioldgica. A Maca amarela é
a forma mais amplamente utilizada e pesquisada: esta relacionada ao aumento de
energia, melhora da concentragdo e o do equilibrio hormonal (Bower-Cargill;
Yarandi; Petroczi, 2022). A Maca Vermelha possui o maior teor de fitoquimicos entre
os demais tipos de maca, sendo conhecida como o tipo mais eficiente para
mulheres, uma vez que seus efeitos estdo relacionados ao equilibrio hormonal e a
sua acao na saude Ossea. A mais rara € a Maca preta, que esta relacionada
principalmente ao ganho muscular, a resisténcia, ao foco mental e a libido (Santos et
al., 2021).
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Fotografia 1 - Amostras desidratadas de Maca Amarela, Vermelha e Preta (da
esquerda para a direita).

Fonte: Autora (2023).

Estudo realizado por (Zhang et al., 2006) verificou melhora da massa 6ssea e
da restauracao do tecido dsseo trabecular das vértebras lombares de ratas OVX em
resposta a administragdo do extrato etandlico de Maca. Outro estudo com ratas OVX
usando o extrato da Maca Vermelha em diferentes dosagens, observou um aumento
dos niveis de IFN-y de forma dose-dependente, favorecendo a imunidade inata
(Leiva-Revilla et al., 2014). Também ja foi demonstrado que a Maca esta relacionada
a atividade antidepressiva neste modelo animal (Rubio et al., 2006). Em ratos
hipercolesterolémicos, diferentes tipos de Maca foram administradas e promoveram
reducdo dos niveis de CT, LDL e triglicérides, além da redugédo dos niveis de
fibrinogénio, relacionado ao desenvolvimento de aterosclerose (VecCefa et al.,
2007a).

Assim, a Maca faz parte da tradicdo culinaria e medicinal peruana ha
centenas de anos. Além disso, € amplamente utilizada na medicina complementar
para tratar infertilidade, reducéo da libido, falta de vigor fisico, disturbios da memaria
e sintomas da menopausa (Teixeira et al., 2020). Ha algum tempo vem ganhando
notoriedade na comunidade cientifica mundial e tem sido alvo de pesquisas
antropoldgicas, etnofarmacoldgicas, fitoquimicas, nutricionais, ensaios in vitro e in
vivo, e revisbes de literatura (Dokkedal-Silva et al., 2024). Estas evidéncias
despertaram o interesse para a investigagdo proposta neste estudo, de forma a
explorar o potencial uso terapéutico para auxiliar o manejo das manifestagdes

associadas a menopausa.
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3 OBJETIVOS

A seguir serdo apresentados os objetivos gerais e especificos do presente

trabalho:

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da administragdo oral de Maca Vermelha sobre

parametros metabdlicos, comportamentais e sobre o perfil de microbiota intestinal de

ratas Wistar ovariectomizadas (OVX).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sao objetivos especificos do presente trabalho:

a) Caracterizar a composi¢cdo da Maca Vermelha e sua atividade antioxidante,

comparando-a a dados previamente descritos na literatura;

b) Avaliar, em ratas OVX, os efeitos do tratamento (via oral) por 21 dias com a

Maca Vermelha sobre:

a variagao de massa corporal;

o perfil lipidico;

a glicemia casual;

a variagdo da massa de tecidos endocrinos ou orgaos-alvo da agao
estrogénica: utero, hipdfise, adeno-hipéfise, timo, tecidos adiposos
branco e marrom;

o perfil da microbiota intestinal;

parametros comportamentais.
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4 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista o crescimento da populacdo idosa no Brasil, sendo a
populagdo feminina a sua maioria, cada vez mais mulheres vao experimentar
mudancas relacionadas ao climatério e a menopausa, como, por exemplo, o
aumento do risco cardiovascular, pela reducdo da acdo cardioprotetora dos
estrégenos endogenos. Sabendo que a reposicdo hormonal com estrogénio vem
sendo repensada devido a seus efeitos colaterais, € de extrema importancia que
estudos com tratamentos alternativos, usando alimentos funcionais, sejam
realizados a fim de buscar melhora da qualidade de vida para as mulheres nesta
fase da vida. Considerando que a Maca possui em sua composicado compostos
bioativos sabidamente relacionados a melhora da saude, buscou-se investigar os
potenciais efeitos desse alimento funcional sobre as principais complicacdes

decorrentes da menopausa, incluindo alteragdes no perfil da microbiota intestinal.
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5 MATERIAIS E METODOS

51 COMPOSICAO CENTESIMAL DA MACA VERMELHA

A farinha da Maca Vermelha foi obtida comercialmente, sua composicéo
centesimal (umidade, cinzas e lipideos) foi realizada de acordo com o proposto pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC). O teor de umidade foi realizado
com base na determinagcdo gravimétrica de volateis a 105 °C, em estufa com
circulagao forcada de ar até peso constante; o teor de cinzas foi determinado como
residuo mineral fixo, por gravimetria, utilizando-se mufla a 550 °C até peso
constante; o teor de lipideos foi determinado pelo método de Soxhlet por extragcéo
continua com solvente éter de petroleo (Cunniff P., 1995).

O teor de proteinas foi determinado através da quantificagdo de nitrogénio
total pelo método de Kjeldahl conforme descrito Association of Official Analytical
Chemists (AOAC), e conversdao a proteina por utilizacdo do fator 6,25. Os
carboidratos totais foram calculados por diferenga, a partir da fragdo NIFEXT,
diminuindo-se a soma dos demais componentes de 100 g de amostra (Cunniff P.,
1995).

Todos estes procedimentos foram realizados em colaboragdo com o
Laboratorio de Nutricdo Experimental da UNIFAL-MG.

5.1.1 Extrato metandlico

As amostras de farinha de Maca Vermelha sofreram extragdo em metanol
(80 %), na proporgao de 1:20, por trés vezes, com base na metodologia proposta por
(Lee; Chang, 2019). Apds agitagdo por 24 h, as amostras foram centrifugadas a
3000 rpm por 5 minutos, e conservados a -10 °C até a realizacdo das analises, todas

as analises foram realizadas em triplicata.
5.2 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS
Os extratos metandlicos, preparados conforme descrito no item 5.1.1, tiveram

seu teor de fendlicos totais determinados conforme descrito por (Boateng et al.,

2008), utilizando-se 125 ug de amostra, 125 ug de reagente de Folin—Ciocalteu, 1,25
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mL de agua destilada e 50 pg de solugdo de carbonato de sodio, por 1 hora no
escuro, com leitura a 750 nm, e a curva de acido galico como padréo. Os resultados

foram expressos em equivalentes de acido galico/g de amostra.

5.3 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES

Para a determinacao de flavonoides foram utilizados os extratos metandlicos
obtidos conforme descrito em 5.1.1, utilizando-se método descrito por (Boateng et
al., 2008), utilizando-se 125 ug de amostra, 500 ug de agua destilada, 37 ug de
nitrito (5 %). Apos agitacao e intervalo de 5 minutos foi adicionado 37 pg de solugao
de cloreto de aluminio. A leitura a 517 nm foi realizada ap6s nova agitacao e
intervalo de 5 minutos, com utilizagdo de curva padrdo de catequinas como
referéncia. Os resultados foram expressos em equivalentes de catequinas/g de

amostra.

54 DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE, PELA CAPTURA DO
RADICAL DPPH E ABTS*

A determinagédo do potencial antioxidante dos extratos foi realizada conforme
o proposto por (Brand-Williams; Cuvelier; Berset, 1995), com leitura em 517 nm para
DPPH e 734 nm para ensaio com ABTS. Para efeito de calculos, foi utilizada uma
curva analitica de Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-Carboxylic Acid)
na faixa de concentracdo de 0 a 7 nmols de Trolox e os resultados foram expressos

em umols de equivalente de Trolox/g de amostra.

5.5 ANIMAIS

Foram utilizadas 60 ratas Wistar (Rattus novergicus) adultas de
aproximadamente seis semanas (200 g), provenientes do Biotério Central da
UNIFAL-MG. Os animais foram inicialmente acondicionados em gaiolas coletivas (4-
5 animais por caixa) no biotério de manutencédo do Laboratério de Fisiologia (ICB-
UNIFAL-MG), em sala climatizada a 21 £ 2 °C e mantida em ciclo controlado de 12
horas de claro-escuro. Apds a aclimatagao por 2-3 dias, os animais foram divididos
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nos grupos OVX (submetidos a ovariectomia bilateral) ou SHAM (submetidos a
cirurgia ficticia) e, em seguida, transferidos para caixas individuais, onde foram
mantidos durante todo o experimento. Para este estudo, utilizou-se uma suspensao
da farinha da Maca Vermelha, obtida comercialmente, em agua destilada a 5 %
(m/v), preparada diariamente, administrada via gavagem (Fotografia 2). Desta forma,
o presente estudo contou com 4 grupos experimentais, sendo 2 deles de ratas OVX
e 2 de ratas SHAM, 2 Grupos C: dieta padrao e agua ad libitum + 100 mg/Kg/mL de
agua destilada via gavagem; e 2 Grupos M: dieta padrdo, agua ad libitum + 100
mg/Kg/mL da suspenséo de Maca Vermelha via gavagem.

Apods 21 dias consecutivos de tratamento, os animais foram anestesiados e
eutanasiados para retirada do utero, hipofise, adeno-hipdfise, timo, tecidos adiposos
branco e marrom e do plasma sanguineo para as analises de glicemia casual,
colesterol total, triglicerideos, lactato e calcio. Durante o experimento, a massa
corporal dos animais foi aferida diariamente, sempre no mesmo horario do dia.
Todos os procedimentos foram conduzidos em acordo ao “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals” (National Research Council, 2011), respeitando-se os
principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(“Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério - Principios Eticos”,
[s.d.]) e foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da
UNIFAL/MG (n° 005/2022).

Fotografia 2 - Tratamento com Maca Vermelha via gavagem.

Fonte: Autora (2023).
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5.5.1 Cirurgia de ovariectomia bilateral

As ratas foram anestesiadas com mistura de cloridrato de xilazina (10 mg/Kg)
e cloridrato de cetamina (90 mg/Kg), em um volume de 0,1 mL de solugéo para 100
g de massa corporal. Os reflexos dos animais foram testados para dar inicio aos
procedimentos cirurgicos conferindo a efetividade do efeito anestésico. Em resumo,
nas ratas ovariectomizadas (OVX), os ovarios foram localizados, expostos e
extirpados, procedendo-se a sutura das camadas muscular e da pele,
bilateralmente. Como controle cirurgico, um grupo de animais foi submetido a
cirurgia ficticia (SHAM), em que ndo ocorre a retirada dos ovarios, apenas o
deslocamento destes para fora da cavidade, para simular o mesmo procedimento.
No poés-operatério, os animais receberam analgesia com Flunixina meglumina
(Banamine®, 2,5 mg/Kg, por via subcutdanea, uma vez a cada 12 h, por 3 dias
consecutivos) e Tramadol (12,5 mg/kg, por via subcutanea, uma vez a cada 8 horas,
por 36 h). Os animais também receberam no pds-cirurgico imediato uma dose
profilatica de pentabidtico para animais de pequeno porte (Fort Dodge, 0,1 mL/100 g

de massa corporal) por via intramuscular.

5.6 ANALISES PLASMATICAS

Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados por dose letal de
anestésico inalatério (isoflurano), decapitados e o sangue truncal foi coletado em
tubos heparinizados. Em seguida, o sangue foi centrifugado por 20 minutos a 3000
rom e 4 °C, e o plasma utilizado para determinagao da glicemia casual, colesterol
total (CT), triglicérides (TG), lactato e calcio, por métodos enzimaticos colorimétricos

(Interkit), de acordo com instrugdes do fabricante.

5.7  ANALISE DA MICROBIOTA INTESTINAL POR PCR EM TEMPO REAL

ApoOs a eutanasia, uma amostra do conteudo cecal também foi coletada para
determinar o perfil da microbiota intestinal por PCR em tempo real. Para tanto,
amostras de 5 animais de cada grupo experimental foram coletadas assepticamente
em pools (um para cada grupo experimental). O DNA total foi extraido dos pellets

fecais de acordo com os dados do fabricante do PureLink™ Microbiome DNA
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Purification Kit (Thermo Fischer Scientific, Van Allen Way Carlsbad, CA, EUA). O
DNA total foi purificado em uma coluna de centrifugacéo Invitrogen e quantificado
usando um fluorébmetro Qubit Invitrogen (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
EUA). Uma quantidade de 15 ng de DNA total foi usada para analisar os genes do
RNA ribossémico 16S (rRNA) por pogo, usando os primers especificos para bacté
rias totais, Bacteroidetes, Firmicutes ou Gammaproteobacteria da seguinte forma:
Bactérias totais F 5° -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3, Bactérias totais R 5 -

AAGGAGGTGWTCCARCC-3, Bacteroidetes F 5 -
GTTTAATTCGATGATACGCGAG-3, Bacteroidetes R 5 -
TTAASCCGACACCTCACGG-3, Gammaproteobacteria F 5 -
GCTAACGCATTAAGTRYCCCG-3, Gammaproteobacteria R 5 -
GCCATGCRGCACCTGTCT-3, Firmicutes F 5 -
GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA-3, Firmicutes R 5 -

AGCTGACGACAACCATGCAC-3. A qPCR em tempo real foi conduzida em um
volume final de 10 pL contendo o seguinte: SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), DNA como molde de PCR e 20 uM de primers. A
reacdo de PCR foi realizada com o sistema ABI 7500 Real-Time PCR (Applied
Biosystems, Foster City, CA), usando os seguintes parametros de ciclagem: 60 °C
por 10 min, 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por 15 s € 60 °C por 1 min, € um
estagio de dissociagao de 95 °C por 15 s, 60 °C por 1 min, 95 °C por 15 s, 60 °C por
15 s. As medi¢cdes de qPCR foram conduzidas em triplicado e os dados foram
apresentados como unidades arbitrarias em relagdo ao grupo de controle SHAM. As
analises foram realizadas em parceria com o Laboratério de Imunologia da UNIFAL-
MG.

5.8 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO EM CAMPO ABERTO

O campo aberto € um modelo utilizado para analise da atividade locomotora e
de parametros comportamentais dos animais. Consiste em uma arena redonda com
0 piso branco, dividido em 12 quadrantes, com uma parede transparente de 0,39 m
ao redor da periferia. O teste é realizado em uma sala pequena, sem janelas (Valle,
1970) e sem ruidos, com iluminagao e temperatura controladas.

Os animais foram ambientados no aparato um dia antes, durante 10 minutos
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e, no dia seguinte, colocados individualmente no centro da arena e filmados durante
10 minutos, posteriormente, foram observados seu tempo de permanéncia no centro
e na periferia do aparato. Apos cada teste, o aparato foi limpo com alcool 10 %
(Chagas et al., 2021; Valle, 1970).

5.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrao (EP). A analise
de variancia (ANOVA), seguida do teste posthoc de Sidak, foi utilizada para
comparar as meédias entre os diferentes grupos. As diferengas foram consideradas
significativas quando p < 0,05 (bicaudal). Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software estatistico GraphPad Instat, versdo 3.05, para
Windows (GraphPad Prism, San Diego, CA, EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 COMPONENTES DA MACA VERMELHA
6.1.1 Composigao centesimal

A composicao centesimal da amostra de Maca Vermelha analisada encontra-
se descrita na Tabela 1, onde o conteudo de carboidratos totais considera também a

fracao de fibras presentes na amostra.

Tabela 1 - Composicio centesimal da Maca Vermelha

Componente Base umida % Base seca %
Umidade 7,04 £ 0,03 -
Cinzas 6,72 £ 0,05 7,23 £ 0,05
Lipidios 1,89 £ 0,08 2,03 +£0,09
Proteinas 11,86 + 0,68 12,76 £ 0,73
Carboidratos totais* 72,49 77,98

Fonte: Autora (2025)
Nota: *Inclui a fragao fibra e carboidratos metabolizaveis.

6.1.2 Fenodlicos totais

Na amostra analisada, o conteudo de fendlicos totais da Maca Vermelha

encontra-se descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicao de fendlicos totais da Maca Vermelha

Fendlicos totais (mg de EAG*/g de amostra)

R1 R2 R3 Média
Base umida 6,38 +£ 0,03 597+0,03 6,30+0,03 6,22 + 0,21
Base seca 6,86 + 0,03 6,43+0,03 6,78+0,03 6,69 £ 0,23

Fonte: Autora (2025)
Nota: *EAG: Equivalente de acido galico.
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6.1.3 Flavonoides totais

O contelido de flavonoides totais da Maca Vermelha foi analisado e descrito

na Tabela 3.

Tabela 3 - Composigao de flavonoides totais da Maca Vermelha

Flavonoides totais (mg de EC*/g de amostra)

R1 R2 R3 Média
Base umida 0,65 + 0,05 0,63+0,04 0,63+0,04 0,64 + 0,01
Base seca 0,70 £ 0,03 0,68+0,05 0,67 +0,04 0,68 + 0,01

Fonte: Autora (2025)
Nota: *EC: Equivalentes de catequinas.

6.1.4 Determinacdo do potencial antioxidante, pela captura do radical DPPH e
ABTS*

Na amostra analisada o potencial antioxidante da Maca Vermelha esta

descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Potencial antioxidante da Maca Vermelha, pela captura do radical DPPH e

ABTS*
(umol de ET*/g de amostra)
R1 R2 R3 Média
DPPH 130,84 £1,95 129,03+7,34 132,05+8,48 130,64 +1,52
ABTS* 39,93 £ 1,37 38,78 + 8,47 43,11 £ 1,55 40,61+ 2,24

Fonte: Autora (2025)
Nota: *ET: Equivalentes de TROLOX/g de amostra.

6.2 EFEITOS DO TRATAMENTO COM MACA VERMELHA SOBRE
PARAMETROS METABOLICOS

6.2.1 Evolugao ponderal

Conforme demonstrado na Figura 1, os grupos OVX, independentemente do
tratamento com a Maca Vermelha, apresentaram um maior delta de peso, quando



34

comparados aos grupos SHAM (Controle: 17,20 + 4,07 vs OVX 44,84 + 4,34,
p<0,01; Maca vermelha: 14,07 = 4,21 vs OVX 39,66 + 5,75, p<0,01). O tratamento

com a Maca Vermelha nao preveniu o ganho de peso nos animais OVX.

Figura 1 - Delta da massa corporal (g), em animais SHAM (barras brancas) ou OVX
(barras cinzas) tratados por gavagem com veiculo (Controle) ou
suspensao de Maca Vermelha (100 mg/kg/dia) por 21 dias.
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Fonte: Autora (2025)
Nota: Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo (EP) e foram analisados por ANOVA
bidirecional, seguido pelo pos-teste de Sidak. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001.

6.2.2 Massa relativa de tecidos enddcrinos e tecidos-alvo da fungéo estrogénica

Em nosso estudo, conforme demonstrado na Figura 2A, ficou claro o efeito da
OVX na reducédo da massa uterina, independentemente do tratamento (Controle:
204,91 £ 11,98 vs 61,49 £ 08,02, p<0,001; Maca Vermelha: 241,46 + 12,62 vs 75,39
1 08,14, p<0,001).
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Figura 2 - Massas relativas (mg/100 g de peso corporal) do utero (A), hipofise (B) e
adeno-hipofise (C) em animais SHAM (barras brancas) ou OVX (barras
cinzas) tratados por gavagem com veiculo (Controle) ou suspensao de
Maca Vermelha (100 mg/kg/dia) por 21 dias.
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Fonte: Autora (2025)
Nota: Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo (EP) e foram analisados por ANOVA
bidirecional, seguido pelo pos-teste de Sidak. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001.
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Assim, apesar de nado termos realizado as dosagens plasmaticas de 17f3-
estradiol, FSH ou LH, é possivel inferir, pela significativa redugcdo da massa
hipofisaria nos animais OVX (Controle: 4,55 + 0,26 vs Maca Vermelha: 4,19 £ 0,25,
p<0,05 Figura 2B), que os niveis de gonadotrofinas devem estar de normais a
reduzidos nos animais tratados com veiculo. A Maca Vermelha, neste modelo,
preveniu a redugdo da massa hipofisaria no grupo OVX, uma vez que o efeito
estatistico da cirurgia, neste grupo, foi abolido. Apesar de as gonadotrofinas serem
produzidas na adeno-hipdfise, ndo houve efeito estatistico claro nesta avaliagao,
apesar da mesma tendéncia ter sido observada.

Além disso, conforme demonstrado a seguir (Figura 3), a OVX diminuiu
significativamente a massa relativa do tecido adiposo marrom (TAM, Figura 3B),
independentemente do tratamento com a Maca Vermelha (Controle: 153,36 + 9,48
vs 122,92 + 9,52, p<0,05; Maca Vermelha: 154,35 + 6,99 vs 128,05 £ 6,08, p<0,05).
O tratamento com a Maca Vermelha preveniu o aumento do TAB (Figura 3A),
quando comparado com o grupo controle OVX (Controle: 1,22 + 0,08 vs 1,80 £ 0,09,
p<0,05; Maca Vermelha: 1,56 + 0,12 vs 1,56 £ 0,10, p<0,05). Por outro lado, ndo
foram encontradas diferengas significativas na massa do timo entre os grupos

experimentais.
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Figura 3 - Variagcdo da massa relativa do tecido adiposo branco (g/100 g de m.c.),
massa relativa do tecido adiposo marrom (mg/100 g de m.c.), massa
relativa do timo (mg/100 g de m.c.) em animais SHAM (barras brancas) ou
OVX (barras cinzas) tratados por gavagem com veiculo (Controle) ou
suspensao de Maca Vermelha (100 mg/kg/dia) por 21 dias.
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Fonte: Autora (2025)
Nota: Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo (EP) e foram analisados por ANOVA
bidirecional, seguido pelo pds-teste de Sidak. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001.
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6.2.3 Analises plasmaticas

No presente estudo, os niveis séricos de TG e CT n&o apresentaram
diferenca significativa entre os grupos (Figura 4A e 4B). Além do mais, dados
anteriores ndo publicados do nosso grupo indicaram que 6 semanas de OVX séo
suficientes para induzir resisténcia a insulina, avaliada pela resposta ao teste de
tolerancia oral a glicose. Porém, os dados atuais mostram que n&ao houve diferenga
significativa entre os grupos na glicemia casual (Figura 4C).

Além do mais, o grupo OVX tratado com a Maca Vermelha apresentou niveis
de lactato significativamente mais elevados em comparagdo ao respectivo grupo
SHAM (24,26 + 4,30 vs 40,61 + 3,76, p<0,05, Figura 5A), nao sendo este efeito
observado nos animais controle. Os niveis séricos de calcio total ndo apresentaram

diferenca significativa entre os grupos (Figura 5B).
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Figura 4 - Concentragbes plasmaticas de triglicérides (A), colesterol total (B) e
glicemia casual (C) em animais SHAM (barras brancas) ou OVX (barras
cinzas) tratados por gavagem com veiculo (Controle) ou suspensao de
Maca Vermelha (100 mg/kg/dia) por 21 dias.
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Fonte: Autora (2025)
Nota: Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo (EP) e foram analisados por ANOVA
bidirecional, seguido pelo p6s-teste de Sidak. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001.
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Figura 5 - Concentragdes plasmaticas de lactato (A) e calcio total (B) em animais
SHAM (barras brancas) ou OVX (barras cinzas) tratados por gavagem
com veiculo (Controle) ou suspensao de Maca Vermelha (100 mg/kg/dia)

por 21 dias.
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Fonte: Autora (2025).
Nota: Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo (EP) e foram analisados por ANOVA
bidirecional, seguido pelo pds-teste de Sidak. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001.

6.3 MICROBIOTA INTESTINAL

Ao analisar o conteudo de Bacterioidetes (Figura 6B) e Firmicutes (Figura

6C), observamos que nao houve diferenga significativa entre os grupos.
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Figura 6 - DNA bacteriano total (em 22Ct, 6A), DNA de Bacterioidetes (em 22Ct, 6B),
DNA de Firmicutes (em 22¢, 6C) e DNA de Gammabacteria (em 22°t, 6D)
em amostras fecais obtidas de animais SHAM (barras brancas) ou OVX
(barras cinzas) tratados por gavagem com veiculo (Controle) ou
suspensao de Maca Vermelha (100 mg/kg/dia) por 21 dias.
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Fonte: Autora (2025)
Nota: Os resultados sdo expressos como média + erro padrao (EP) e foram analisados por ANOVA

bidirecional, seguido pelo pos-teste de Sidak. * p < 0,05 e *** p < 0,001.
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No entanto, houve reducao significativa no filo Gamma dos animais SHAM
tratados com Maca Vermelha, quando comparados ao grupo SHAM Controle
(Controle: 1,01 + 0,14; Maca Vermelha: 0,08 £ 0,009), refletindo sobre o conteudo
bacteriano total (Controle: 1,00 + 0,08; Maca Vermelha: 0,11 + 0,02) (Figura 6A).

6.4 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO EM CAMPO ABERTO

De acordo com os resultados do teste de campo aberto, ndo foram
encontradas diferencas nos tempos passados no centro ou na periferia entre os
animais SHAM e OVX tratados com o veiculo. Por outro lado, os ratos OVX tratados
com Maca Vermelha apresentaram maior permanéncia no centro do aparelho, seja
quando comparados ao grupo OVX Controle ou aos animais SHAM tratados com
Maca (Figura 7A). Portanto, efeitos estatisticamente relevantes neste parametro
foram encontrados para o tratamento com Maca Vermelha [F (1, 13) = 8,61, p <
0,05], e também para a interagao entre o tratamento e a fungéo gonadal [F (1, 13) =
8,28, p < 0,05].

Consequentemente, o tratamento com Maca Vermelha diminuiu a
permanéncia de ratos OVX na periferia, tanto em comparagao com os animais OVX
do grupo controle quanto com o grupo tratado com SHAM (Figura 7B). No entanto,
sob o ponto de vista estatistico, apenas o tratamento com Maca Vermelha
apresentou efeito significativo neste parametro [F (1, 13) = 11,89, p < 0,01]. Nao
foram induzidas alteracdes significativas pelo tratamento com OVX ou com Maca

Vermelha no tempo de mobilidade (Figura 7C) e imobilidade (Figura 7D).
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Figura 7 - Tempo de permanéncia no centro (em segundos, 7A), tempo de
permanéncia na periferia (em segundos, 7B), tempo de mobilidade (em
segundos, 7C) e tempo de imobilidade (em segundos, 7D) em animais
SHAM (barras brancas) ou OVX (barras cinzas) tratados por gavagem
com veiculo (Controle) ou suspensao de Maca Vermelha (100
mg/kg/dia) por 21 dias e submetidos ao teste de campo aberto.
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Fonte: Autora (2025)
Nota: Os resultados foram expressos como média + erro padrdo (EP) e analisados por ANOVA
bidirecional, seguido pelo pos-teste de Sidak. * p < 0,05 e ** p < 0,01.
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7 DISCUSSAO

A maioria dos estudos que demonstram as propriedades da Maca
relacionadas a saude foram realizados com extratos aquosos ou hidroalcodlicos,
com seus efeitos atribuidos a glucosinolatos, polifendis e suas atividades
antioxidantes (Wang; Zhu, 2019). Estudos demonstram que a eficacia dos extratos
aquosos de Maca melhora apds a fervura, sugerindo que o tratamento térmico
facilita a extragdo de metabdlitos secundarios (Gonzales, 2011). A preparagao da
Maca Vermelha para este estudo foi realizada de acordo com as instrugdes do
fabricante, presentes na rotulagem do produto, sem aquecimento. As dosagens de
Maca ja estudadas neste modelo animal variaram de 0,096 g/kg/dia (Zhang et al.,
2006) a 1,0 g/kg/dia (Rubio et al., 2006).

Os mecanismos pelos quais a Maca exerce sua funcionalidade ainda ndo sao
muito claros. Autores sugerem que seu efeito no equilibrio hormonal esteja
relacionado a presencga de alcaloides, como berberina e norzoantamina, que atuam
no eixo hipotalamo-hipdfise e nas glandulas suprarrenais (Wang et al., 2007). Além
disso, a Maca contém muito calcio, magnésio e uma boa quantidade de silica, util na
reposicdo da perda de calcio 6sseo em mulheres na menopausa e tendo efeito
antioxidante (Minich et al., 2024). A Maca também contém substancias semelhantes
a esteroides, capazes de aumentar a testosterona e a progesterona no sangue em
ratos, segundo Bower-Cargill, Yarandi e Petréczi (2022), além dos efeitos ja
descritos sobre a microbiota intestinal (Zhu et al., 2022).

A composicao centesimal da amostra de Maca Vermelha analisada (Tabela 1),
quanto aos carboidratos somados ao teor de fibras, foi semelhante a encontrada em
amostras analisadas anteriormente, que apresentaram de 50 a 70 % de carboidratos
e 8 a 16 % de fibras (Valentova et al., 2008). O teor de lipidios também foi
semelhante na matéria umida (2 %) e na matéria seca (4 %) (Chen; Li; Fan, 2017). O
teor total de fendlicos foi inferior ao encontrado por outros autores utilizando farinha
mista de Maca Amarela, Vermelha e Preta e o extrato hidroalcodlico de Maca
Vermelha, sendo 8,99 mg/g, segundo Campos et al. (2013) e 11,6 mg/g, segundo
Zevallos-Concha et al. (2016). Entretanto, o teor total de flavonoides da Maca
Vermelha foi superior ao encontrado em outro estudo utilizando extrato metandlico
(0,01 £ 0,17 mgQE/100 g de peso seco) (Lee; Chang, 2019). O teor de flavonoides

esta relacionado a capacidade de eliminar radicais por meio da ligagdo com suas
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hidroxilas, contribuindo para a atividade antioxidante (Dias et al., 2021). Agliconas,
laricitrina e ligustroflavona s&o flavonoides ja identificados em extratos metandlicos
de Maca (Lee; Chang, 2019).

Sobre a capacidade antioxidante, o corpo humano possui um sistema capaz
de neutralizar o estresse oxidativo, constituido por enzimas como a catalase (CAT),
a superoxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx), a glutationa redutase
(GR) e as peroxirredoxinas (PRx). Na deficiéncia desse mecanismo ou no estresse
oxidativo excessivo, ha um desequilibrio que leva ao aumento da atividade das
espécies reativas de oxigénio (ROS). O consumo de uma dieta rica em polifendis
fortalece e restaura essa homeostase pelo aumento da atividade antioxidante
(Zhang; Tsao, 2016).

Uma maneira de avaliar a capacidade antioxidante de produtos naturais é
através da captura de radicais, que se da pela capacidade de doagéo de hidrogénios
aos radicais livres, convertendo-os em espécies nao-toxicas e inibindo a oxidagao
lipidica (Lee; Chang, 2019). Nesse sentido, a eliminagdo de radicais DPPH é
frequentemente utilizada para avaliar a atividade antioxidante de produtos naturais,
extratos metandlicos de folhas e raizes de Maca apresentaram efeito positivo para
esse parametro, apresentando maior concentracédo de antioxidantes nas folhas (Lee;
Chang, 2019). Além disso, o potencial antioxidante pelo método ABTS+ foi
investigado em trés gendtipos de Maca (Amarela, Vermelha e Preta), observando-se
melhores resultados na Maca Vermelha utilizada 75 a 90 dias pds-colheita, com
valores semelhantes aos encontrados em nosso estudo (Yabar; Chirinos; Campos,
2019).

Considerando os efeitos ja investigados da Maca, e os sintomas decorrentes
da menopausa, o modelo experimental adotado, foi a OVX que é conhecida
experimentalmente desde a década de 1980 por acelerar, em ratas, o ganho de
massa corporal, especialmente de tecido adiposo. Algumas das possibilidades séo a
relacado entre a deficiéncia de estrogénio e a diminuigdo dos receptores de leptina no
hipotalamo, reduzindo a sensacao de saciedade, e a diminui¢ao do gasto energético
causado pela deficiéncia de estrogénio (Burch et al., 2022). O hipoestrogenismo
também é apontado como a principal causa responsavel pela obesidade, sintomas
vasomotores, urogenitais e psicolégicos, menor desempenho sexual e pelo perfil de
morbimortalidade em mulheres apds os 50 anos de idade (Camon; Garratt; Correa,
2024).
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Estudos anteriores realizados com animais demonstraram que a deficiéncia
de estrogénio esta associada também a hiperfagia transitéria e a redugédo da
atividade espontanea, alteracbes que foram revertidas com a reposigcdo de
estrogénio (Gavin et al., 2018). Em um modelo pds-menopausa, camundongos
fémeas (com idade entre 2—4 semanas) apés OVX exibiram expresséo diminuida de
receptores nucleares e proteinas necessarias para gasto eficiente de energia em
tecido adiposo e musculo, em relagdo a camundongos controle SHAM. Além disso,
camundongos OVX exibiram expressdo diminuida de enzimas envolvidas na [3-
oxidagao de acidos graxos e fatores de transcricdo necessarios para lipolise (Kamei
et al., 2005). Em animais sedentarios, a Maca Vermelha foi capaz de prevenir o
ganho de peso e, quando associada a atividade fisica, potencializou a perda de peso
nesses animais (Choi et al., 2012). Em nosso estudo, ndo observamos efeitos
benéficos do tratamento isolado com Maca Vermelha sobre o ganho de peso,
embora os resultados demonstrem uma tendéncia ao menor ganho de peso nos
grupos tratados, indicando que sua associacdo com a pratica de exercicios fisicos
pode ter maiores beneficios.

No contexto da homeostase energética, o TAB corporal €, em roedores,
distribuido em duas grandes reservas, a perigonadal e a perirrenal, reservas que
podem ser afetadas pela OVX, dado o ganho de peso bem caracterizado neste
grupo experimental. Além disso, 0 ganho de peso desses animais pode ter se
originado também da redugdao do metabolismo basal (diminuicdo da atividade do
TAM). Sabe-se que o TAM € um tecido que favorece o gasto energético, uma vez
que realiza o desacoplamento mitocondrial da via de préotons da cadeia respiratdria,
favorecendo a produgao de calor em detrimento da producédo de ATP (Fernandez-
Verdejo et al., 2019). Foi demonstrado que ratos OVX tém expresséo reduzida de
UCP1 no TAM, enquanto a expressao de UCP2 e UCP3 ndo muda. Uma reducgao na
expressado de UCP2 também foi observada no TAB de ratos OVX. Essa redugéo na
expressao de UCPs 1 e 2 em diferentes tipos de tecido pode ser um dos fatores
responsaveis pela diminuicdo do gasto energético e consequente aumento da
massa corporal neste modelo (Pedersen et al., 2001). Assim, a redugédo do tamanho
do TAM nos animais OVX indica menor gasto energético basal, efeito este que néo
foi afetado pelo tratamento com a Maca Vermelha.

Ainda sobre os efeitos da ovariectomia, a deficiéncia de estrogénio no

organismo, promovida em ratas OVX, promove uma involugdo gradual do utero e,
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consequentemente, uma reducdo do volume e massa uterina, levando a sua atrofia.
Um estudo realizado por Zhou e colaboradores (2016), confirmou através de analise
por microscopia eletrébnica de transmissdo, o aumento do numero de vacuolos
ligados a membrana, caracteristicos de autofagossomos no citoplasma de células
epiteliais uterinas (ndo células estromais) em ratas OVX 4 semanas apds a
operagdo, enquanto vacuolos ligados a membrana ndo foram encontrados no
citoplasma de células epiteliais uterinas em ratas submetidas a cirurgia simulada.
Analises adicionais indicaram a conversao de LC3-1 em LC3-Il, uma caracteristica
definidora da indugcédo de autofagia, no endométrio uterino de maneira dependente
do tempo apos a OVX, demonstrando que a autofagia pode ser ativada no epitélio
uterino apds a retirada do estrogénio. Em nosso estudo, ndo observamos nenhum
efeito da administracdo de Maca Vermelha sobre o indice uterino, contrariando
estudo anterior com camundongos fémeas OVX, que demonstrou resultados
positivos com o uso de Maca Amarela, Vermelha e Preta para esse parametro
(Rubio et al., 2006).

Um estudo que investigou a associagao entre adipocinas séricas e niveis
séricos de estrogénio em mulheres saudaveis na pré e pds-menopausa descobriu
que os niveis de TNF-a foram significativamente maiores apdés a menopausa,
sugerindo que a deficiéncia de estrogénio resulta em aumento de citocinas
inflamatdrias séricas, o que pode contribuir para o desenvolvimento de aterosclerose
e DM-2 (Purnamasari et al., 2023). Um estudo com 200 mulheres mostrou que a
sindrome metabdlica foi diagnosticada em 16 % das mulheres na pré-menopausa e
42 % das mulheres na pdés-menopausa. A circunferéncia da cintura foi elevada em
64 % das mulheres na pés-menopausa em comparagao com 20 % do grupo mais
jovem. Tanto a pressao arterial sistdlica quanto a diastélica foram elevadas em
mulheres na pds-menopausa. Além disso, os niveis de HDL foram menores e os
niveis de TG foram maiores nesse grupo (Mehndiratta et al., 2020). A Maca
Vermelha em ratos hipercolesterolémicos promoveu uma redugdo nos niveis séricos
de TG e LDL (Vecera et al., 2007). Um estudo comparativo sobre a agdo de trés
tipos de Maca (Preta, Vermelha e Amarela) na glicemia de ratos diabéticos
demonstrou uma redugdo na glicemia apdés o consumo de todas as Macas
investigadas (Qiu et al., 2016).

Embora na pdés-menopausa seja frequente o aparecimento de dislipidemia,
independente de outros fatores, segundo Oliveira et al. (2008), e a Maca tenha
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mostrado resultados positivos para esses parametros em estudos anteriores, em
nosso estudo, ndo houve diferenga significativa nos perfis lipidico e glicémico entre
0S grupos experimentais.

Apesar de nao termos associado o exercicio fisico ao protocolo, os resultados
de lactato contrastam com os observados em um estudo que demonstrou que o
tratamento com Maca em ratos promoveu uma resposta favoravel do organismo a
uma situacdo fisicamente exaustiva como a natacdo forcada. Nesse estudo, os
animais tratados com Maca também apresentaram maiores niveis de SOD e
menores niveis de CAT, lactato desidrogenase (LDH) e peroxidagao lipidica (Suarez
et al., 2009). Assim, embora o tratamento com Maca Vermelha nao tenha
apresentado efeitos significativos no peso corporal, dentro do periodo analisado, é
bem possivel que ele afete de alguma forma o equilibrio corporal entre os
metabolismos oxidativo e glicolitico.

Além disso, em nosso estudo, os niveis séricos de calcio total nao
apresentaram diferengas significativas entre os grupos, resultado semelhante ao
publicado anteriormente por Zhang e colaboradores (2006), indicando que
mecanismos homeostaticos foram capazes de manter os niveis séricos desse
mineral apesar da OVX. Apesar de o calcio ionizado ser a forma bioativa e ter a
maior relacdo com o hormdnio da paratireoide em humanos, a concentracdo de
calcio total no plasma ainda € a metodologia predominante, principalmente devido a
sua disponibilidade e facilidade de medicdo (Hamroun et al., 2020). Zhang e
colaboradores, (2006), verificaram ainda que o extrato etandlico de Maca foi capaz
de aumentar significativamente o conteudo de calcio no fémur, a densidade mineral
Ossea das vértebras lombares (VL1-6) e a restauracao do osso trabecular em ratas
OVX, prevenindo a osteoporose neste modelo animal, sem aumentar o peso uterino,
diferentemente do observado na terapia de reposigao hormonal.

Com relagao a saude intestinal, os componentes da dieta podem alterar
drasticamente sua fisiologia e regular principalmente a integridade de sua barreira
(Chelakkot; Ghim; Ryu, 2018). A microbiota intestinal humana é composta
principalmente por dois filos bacterianos, Firmicutes e Bacteroidetes, que
representam mais de 90 % da comunidade total, e outros filos subdominantes,
incluindo Proteobacteria, Actinobacteria e Verrucomicrobia. A alteracdo dessa
proporcao esta relacionada ao desenvolvimento de disbiose intestinal, levando a
efeitos deletérios a saude do hospedeiro (Magne et al., 2020). Apés a menopausa a
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alimentacdo se torna ainda mais importante, ja que em idosos, a composi¢cdo da
microbiota apresenta diversidade reduzida com predominancia de Proteobacteria e
diminuicdo de Bifidobacterium (Biagi et al., 2010).

Um estudo realizado por Sahin et al (2021), descobriu que a suplementagao
com extrato aquoso de Maca por 60 dias teve influéncia positiva na regulagdo de
transportadores de peptideos (Pept 1/2), transportadores de acidos graxos (Fapt 1) e
transportadores de glicose dependentes de glut (Glut 1/2) no jejuno e ileo de ratos. A
funcdo do jejuno é absorver monossacarideos, aminoacidos e acidos graxos,
enquanto o ileo absorve os nutrientes restantes que n&do foram absorvidos pelo
duodeno ou jejuno, especialmente vitamina B12 e acidos biliares para serem
reciclados. O tratamento com um composto contendo 30 % de Maca, associado a
outras sete plantas medicinais em proporgdes menores, em camundongos
submetidos ao teste do nado forgado, demonstrou, por meio do sequenciamento do
rDNA 16S, regulagdo da microbiota intestinal por meio do aumento de bactérias
benéficas como Lactobacillus e Akkermansia e reducao de bactérias nocivas como
Candidatus_Planktophila e Candidatus_Arthromitus, sugerindo, neste estudo,
melhora da fadiga induzida pelo exercicio fisico por meio do aumento do
metabolismo energético de carboidratos, lipidios e aminoacidos (Zhu et al., 2022).

Com base na analise filogenética do gene 16S rRNA, o filo Proteobacteria &
dividido em 6 classes: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria e
Zetaproteobacteria (Huttenhower et al., 2012). Em nosso estudo, o grupo SHAM
tratado com a Maca Vermelha mostrou uma redugao significativa no conteudo de
Gamma DNA em comparagao ao grupo controle, efeito que foi anulado pela OVX.
Aumentos em Proteobacteria ja foram observados em individuos ou animais obesos
e resistentes a insulina (Rizzatti et al., 2017).

Ademais, é clara na literatura a associacédo entre alteragdes no microbioma e
mudang¢as comportamentais. Ao analisarmos os comportamentos do tipo depressivo
e ansioso em ratos OVX ou SHAM, Machado e colaboradores (2021), observaram
que ratas OVX apresentaram maior nivel de ansiedade, em comparacido aos ratos
SHAM em testes comportamentais como o teste do labirinto em cruz elevado e nado
forgado, corroborando os resultados obtidos em nosso estudo. No teste de campo
aberto e reconhecimento de objetos, em ratas OVX, Renczés et al. (2020),

descobriram que a remocdo dos ovarios foi capaz de provocar comportamentos
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caracteristicos de ansiedade nos animais.

Em modelos animais com sindrome metabdlica, a suplementacdo de Maca foi
capaz de melhorar sintomas semelhantes aos de ansiedade, além de reverter o
comprometimento da memodria, reduzir o estresse oxidativo e marcadores
inflamatorios, quando comparado ao grupo controle. Em humanos, mulheres na
menopausa suplementadas por 6 semanas com 3,5 g/dia de maca em po
apresentaram, ao final do tratamento, por meio de avaliagdo na escala climatérica de
Greene, uma reducao significativa nas escalas de sintomas psicoldégicos como
ansiedade e depressao, quando comparado ao grupo controle (Brooks et al., 2008).
Resultados semelhantes foram descritos por Stojanovska et al. (2015), em que a
suplementagao de 3,3 g/dia de Maca por 12 semanas contribuiu para a redugao dos
sintomas de ansiedade e depressao e para a melhora da pressao arterial diastolica,
em comparagao ao grupo controle, resultados que reforgam os efeitos positivos da
maca ha saude mental durante a menopausa e corroboram com nosso estudo onde
a Maca Vermelha induziu a um efeito ansiolitico significativo em animais OVX.

A fim de investigar a capacidade imunolégica do organismo, a massa do timo
foi verificada. Camundongos imunossuprimidos com injegdo intraperitoneal de
ciclofosfamida, um agente quimioterapico comumente utilizado no tratamento de
diversos tipos de céancer, foram observados ap6s 14 dias de tratamento via gavagem
com de extrato aquoso de Maca. Nesse estudo, os autores observaram prevengao
da atrofia do baco e timo no grupo tratado com Maca, bem como a regulagao da
secrecao de citocinas, efeito que foi atribuido principalmente aos polissacarideos
presentes na Maca, compostos de galactose, ramnose, arabinose, glicose, xilose,
fucose, manose, entre outros (Fei et al., 2022). Em nosso estudo o timo nao
apresentou diferenca significativa de massa entre os grupos, no entanto, novas

dosagens e tempo de tratamento devem ser futuramente explorados sobre a Maca.
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8 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que, isoladamente, a OVX aumenta o ganho
ponderal, reduz o indice uterino e a massa hipofisaria, bem como diminuiu a massa
do TAM, ndo interferindo na glicemia, nos lipideos séricos, tampouco nos niveis de
calcio ou lactato plasmaticos.

O tratamento com Maca Vermelha nao alterou a glicemia casual, o perfil
lipidico plasmatico e as concentragdes de calcio. A administracdo de Maca Vermelha
também nao preveniu as alteragdes induzidas pela OVX na massa corporal, no
indice uterino e no tamanho relativo do TAM. No entanto, a Maca Vermelha preveniu
a diminuicdo associada a OVX na massa relativa da hipdfise, indicando um papel
potencial no controle central da funcdo gonadal, bem como induziu um efeito
ansiolitico em animais OVX, mas ndo em animais SHAM, o que ocorreu em paralelo
com alteracdes no perfil da microbiota intestinal.

Desta forma, a Maca Vermelha pode ser considerada um alimento funcional
potencial para gerenciar alteragdes associadas ao hipoestrogenismo, especialmente
na saude intestinal e comportamental. No entanto, o uso mais prolongado deve ser
avaliado por estudos futuros, a fim de validar os efeitos benéficos da Maca em

marcadores metabdlicos e bioquimicos.
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parallel with alterations of gut microbiota profile. The analysis of Red Maca
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antioxidant activity, as demonstrated by in vitro radical scavenging assays.
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However, the more prolonged use should be evaluated by future studies, in order to
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* OVX or Maca did not alter glycemia, lipid profile or plasma calcium levels;

* Maca did not alter OVX-induced changes in body mass or brown adipose tissue
size

* Maca prevented the OVX-induced effect on pituitary mass, but not in uterine
index

* Maca induced anxiolytic effects on OVX rats and changed gut microbiota profile

* Maca is rich in flavonoids, demonstrating important in vitro antioxidant activity
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Abstract

Ethnopharmacology relevance: Maca has been widely used in complementary
medicine to treat infertility, reduced libido and other menopause-associated symptoms.

Aim of the study: The present study explored the influence of oral
supplementation with Red Maca on behavioral, metabolic and biochemical indicators
associated with hypoestrogenism.

Material and methods: After acclimatization, female adult Wistar rats underwent
ovariectomy (OVX) or sham surgery (SHAM). The animals were then treated by gavage
with a Red Maca suspension (100 mg/kg/day) for 21 days. At the end of treatment, the
animals were submitted to open field test and euthanized for tissue collection.

Results: Neither OVX nor Red Maca administration altered casual glycemia,
plasma lipid profile or calcium concentrations. Also, Red Maca treatment did not modify
the OVX-induced alterations in body mass, uterine index or brown adipose tissue relative
size. However, Red Maca prevented the OVX-associated decrease in pituitary relative
mass, indicating a potential role in the central control of gonadal function. Red Maca also
induced an anxiolytic effect on OVX, but not SHAM animals, which occurred in parallel
with alterations of gut microbiota profile. The analysis of Red Maca composition revealed
significant amounts of flavonoids, which may underlie important antioxidant activity, as
demonstrated by in vitro radical scavenging assays. Conclusions: Red Maca appears
as a potential nutraceutical to manage hypoestrogenism-associated alterations,
particularly in behavior and intestinal health. However, the more prolonged use should
be evaluated by future studies, in order to validate Maca beneficial effects on metabolic
and biochemical markers.

Keywords: Lepidium meyenii Walp; Ovariectomized rats; Metabolic; Biochemical

parameters; Behavioral.
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1. Introduction

Menopause is defined as the cessation of menstrual cycles, characterizing the
end of the climacteric, a phase that comprises the transition between the reproductive
and non-reproductive periods of a woman's life. As a result of population aging, more
women will experience changes related to climacteric and menopause, which is why this
phase of life deserves greater attention in the scope of public health and the search for
alternative treatments (Delanerolle et al., 2025).

During climateric, there is a progressive decrease in the production of the ovarian
hormones estrogen and progesterone (Habeeb, 2024). These endocrine alterations have
been associated with the development of dyslipidemia and increased cardiovascular risk
(Camon et al., 2024). In addition, during menopause there is a higher incidence of
obesity, vasomotor, urogenital and psychological symptoms, reduced sexual
performance (Sutton-Tyrrell et al., 2010), hot flashes, vaginal alterations, changes in
sexuality, osteoporosis, as well as mood and sleep disorders (Renczés et al., 2020;
Chang et al., 2023). Gastrointestinal signs and symptoms are also common during and
after menopause, and differences in metabolism and estrogen levels are known to be
associated with intestinal microbial diversity (Hu et al., 2023).

Within this context, hormone replacement therapy with estrogen is often
reconsidered, not only due to important side effects, but also to several medical
contraindications (Mehta et al., 2021). Therefore, complementary treatments appear as
important adjuvant tools to manage climacteric and menopause-associates symptoms.
Indeed, the administration of Maca (Lepidium meyenii Walp.) to ovariectomized rats
(OVX), an animal model that mimics the hypoestrogenism found in menopaused women,
improved trabecular bone restoration (Zhang et al., 2006), induced a dose-dependent
increase in interferon gamma (IFN-0) levels, favoring innate immunity (Leiva-Revilla et
al., 2014), and also produced an antidepressant activity (Rubio et al., 2006).

Maca is a cruciferous herb native to South America, growing exclusively above

3,500 m altitudes in the central Andes. The first taxonomic description dates back
in 1843, and was originated from data collected in a village called Meyeni, in the

Department of Puno, Peru (Zhang and Zhang, 2020). The hypocotyl of Maca is fused to
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the root, forming a tuber that contains the reserve substances and the constituents to
which the main properties have been attributed. With an appearance similar to a radish,
it has a diverse coloration, ranging from yellow to black, characterizing thirteen different
chemotypes (Minich et al., 2024). Maca is rich in fibers, essential nutrients, and bioactive
compounds such as isoflavones, quercetin, and anthocyanins (Santos et al., 2021).
Therefore, this plant has been part of the Peruvian culinary and medicinal tradition for
hundreds of years, being widely used in complementary medicine to treat infertility,
reduced libido, decreased physical vigor, memory disorders and menopausal symptoms
(Teixeira et al., 2020).

Considering its potential benefits, and also the important anthropological,
ethnopharmacological, phytochemical and nutritional associated aspects (DokkedalSilva
et al., 2024), the present study aimed to explore the potential therapeutic use of Red
Maca in the management of systemic manifestations in the experimental model of OVX-

induced hypoestrogenism.

2. Material and methods

2.1 Animals

Sixty adult female Wistar rats (Rattus norvegicus) of approximately six weeks
(200g) were obtained from the Central Animal Facility of the Federal University of
Alfenas (UNIFAL/MG, Brazil). The animals were initially housed in collective plastic
cages (4-5 animals per box) in the sectorial biotery of the Department of Physiological
Sciences, in a room with controlled temperature (21 £ 2°C) and 12-hour light-dark cycle
(lights on at 7 a.m.), with free access to standard rat chow and tap water. After
acclimatization for 2-3 days, the animals were divided into ovariectomized (OVX) or
SHAM-operated groups, and then transferred to individual cages, where they were kept
throughout the experiment. For the study, a suspension of commercially obtained Red
Maca flour (Color Andina Foods) was diluted in distilled water (vehicle) and administered
by gavage (0.1 g/Kg/day), according to the manufacturer’s instructions. Previously

published studies employed Red Maca preparations in doses ranging from 0.096
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g/kg/day (Zhang et al., 2006) to 1 g/kg/day (RUBIO et al., 2006), supporting the current
choice. The solution was prepared daily and remained under constant agitation for
administration. It has been previously demonstrated that the efficacy of aqueous Maca
extracts improved after boiling, suggesting that heat facilitates the extraction of
secondary metabolites (Gonzales, 2011). In the present study, however, the preparation
of Red Maca suspension for oral administration was carried out without heating, since
this procedure was not indicated by the manufacturer’s instructions. During the
experiment, the animals' body mass was measured daily, always at the same time of
day, and the suspension volume was adjusted. All the procedures were conducted in
accordance with the ethical principles of the Brazilian Society of Science in Laboratory
Animals and were approved by the Animal Research Ethics Committee (CEUA) of
UNIFAL/MG (protocol n° 005/2022).

2.2. Bilateral ovariectomy or sham surgery

The rats were anesthetized with a mixture of xylazine hydrochloride (10 mg/kg)
and ketamine hydrochloride (90 mg/kg), in a volume of 0.1 mL of solution for 100 g of
body mass. Briefly, in the ovariectomized (OVX) animals, the ovaries were located,
exposed and excised, and the muscle and skin layers were sutured bilaterally. As a
surgical control, a group of animals underwent sham surgery (SHAM), in which the
ovaries were not removed, only moved out of the cavity, to simulate the same procedure.
In the postoperative period, the animals received analgesia with Flunixin meglumine
(Banamine®, 2.5 mg/kg, subcutaneously, every 12 hours, for 3 consecutive days) and
Tramadol (12.5 mg/kg, subcutaneously, every 8 hours, for 36 hours). The animals also

received a prophylactic dose of pentabiotic for small animals (Fort Dodgell, 1 mL/Kg,

intramuscularly).

2.3. Serum analyses

After 21 consecutive days of treatment with Red Maca or vehicle, the animals

were euthanized with a lethal dose of inhalatory anesthetic (isoflurane), and tissues were
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removed or processed for the respective analyses. Truncal blood was collected into
heparinized tubes and centrifuged for 20 minutes at 3,000 rpm at 4°C. Plasma samples
were used to determine casual glycemia, total cholesterol (TC), triglycerides (TG), and

total calcium concentrations, using commercially available colorimetric assays (Interkit).

2.4. Evaluation of behavior and locomotor activity in the open
field test

For this test, we used a round arena with a white floor, divided into 12 quadrants,
with a 0.39 m transparent wall around the periphery. The test was carried out in a small,
windowless and noiseless room, with controlled lighting and temperature. The animals
were acclimated to the apparatus one day before, for 10 minutes and, in the test day,
they were placed individually in the center of the arena and filmed for 10 minutes.
Subsequently, the time spent in the center or periphery of the apparatus (in seconds)
was calculated by 2 independent researches, blind to the experimental conditions. After

each test, the apparatus was cleaned with 10% alcohol

(CHAGAS et al., 2021).

2.5. Analysis of the intestinal microbiota by real-time PCR

After euthanasia, a sample of cecal content was also collect to determine the
intestinal microbiota profile by real-time PCR. For this purpose, samples of 5 animals of
each experimental group were collected aseptically in pools (one for each experimental
group). The total DNA was extracted from faecal pellets according to data from the
manufacturer of the PureLinkTM Microbiome DNA Purification Kit (Thermo Fischer
Scientific, Van Allen Way Carlsbad, CA, USA). The total DNA was purified on a
Invitrogen spin column and quantified using an Invitrogen Qubit Fluorometer (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). An amount of 15 ng of total DNA was used to
analyze 16S ribosomal RNA (rRNA) genes per well, using the specific primers for total
bacteria, Bacteroidetes, Firmicutes or Gammaproteobacteria as follows: Total bacteria F
5’ -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' , Total bacteria R
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5’ -AAGGAGGTGWTCCARCC-3' , Bacteroidetes F 5 -
GTTTAATTCGATGATACGCGAG-3' , Bacteroidetes R 5 -
TTAASCCGACACCTCACGG-3' Gammaproteobacteria F 5" -
GCTAACGCATTAAGTRYCCCG-3' , Gammaproteobacteria R 5 -
GCCATGCRGCACCTGTCT-3' Firmicutes F 5 -
GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA-3' Firmicutes R 5 -

AGCTGACGACAACCATGCAC-3' . Real-time gPCR was conducted in a final

volume of 10 uL containing the following: SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), DNA as the PCR template, and 20 yM of primers.
The PCR reaction was performed with ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA), using the following cycling parameters: 60°C for 10 min,
95°C for 10 min, 40 cycles of 95°C for 15 sec, and 60°C for 1 min, and a dissociation
stage of 95°C for 15 sec, 60°C for 1 min, 95°C for 15 sec, 60°C for 15 sec. qPCR
measurements were conducted in triplicate and data were presented as arbitrary units

relative to SHAM Control group.

2.6. Determination of centesimal composition of Red Maca

flour

The centesimal composition (moisture, ashes and lipids) was performed
according to the proposal of the Association of Official Analytical Chemists (AOAC). The
moisture content was performed based on the gravimetric determination of volatiles at
105 °C, in an oven with forced air circulation, until constant weight was achieved. The
ash content was determined as fixed mineral residue, by gravimetry, using a muffle
furnace at 550 °C, until constant weight was obtained. The lipid content was determined
using the Soxhlet method, by continuous extraction with petroleum ether solvent
(Cunniff, 1995). The protein content was determined by quantifying total nitrogen by the
Kjeldahl method, as previously described (AOAC), using a 6.25 factor conversion. Total
carbohydrates were calculated from the NIFEXT fraction, subtracting the sum of the

other components from 100g of sample (Cunniff,
1995).
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2.7. Preparation of methanolic Red Maca extract for

determination of total phenolic content and total flavonoids

The Red Maca flour samples underwent extraction in methanol (80%), in a ratio
of 1:20, originating 3 replicates, based on the methodology proposed by Lee and Chang
(2019). After shaking for 24 hours, the samples were centrifuged at 3,000 rpm for 5
minutes, and stored at - 10°C until the analyses were performed. All the assays were
performed in triplicate. Total phenolic content determination was performed as previously
described (Boateng et al.,, 2008). Reading was obtained at 750 nm, using Folin—
Ciocalteu reagent and the gallic acid curve as standard. The results were expressed in
Gallic Acid Equivalents (GAE)/g of sample. Determination of total flavonoids in the Red
Maca methanolic extract was also performed using the method previously proposed by
Boateng et al (2008). Reading was obtained at 517 nm, using a catechin standard curve

as reference. The results were expressed in catechin equivalents (CE)/g of sample.

2.8. Determination of Red Maca antioxidant potential by by

DPPH and ABTS* radical scavenging

The determination of the antioxidant potential of Red Maca extracts was
performed as proposed by Brand-Williams et al (1995), with reading at 517 nm for DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil)  and 734 nm for the ABTS* [2,2'-Azino-
Bis(3Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic Acid) Diammonium Salt] assay. For calculation
purposes, an analytical curve of Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-
2Carboxylic Acid) was used in the concentration range of 0 to 7 nmol of Trolox, and the

results were expressed in pmol of Trolox equivalent (TE)/g of sample.

2.9. Statistical analyses

The data obtained were expressed as mean +* standard error (SE). Analysis of
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variance (ANOVA), followed by the Sidak’s posthoc teste were used to compare the
means between the different groups. Differences were considered significant when
p<0.05 (bicaudal). All statistical analyses were performed using GraphPad Instat

statistical software, version 3.05, for Windows (GraphPad Prism, San Diego, CA,

USA).

3. Results

3.1. Effects of Red Maca on metabolic and biochemical

parameters in SHAM and OVX animals

The OVX groups, regardless of Red Maca treatment, exhibited a greater body
mass variation, when compared to the respective SHAM group [F (1, 30) = 25.24,
p<0.001, Figure 1A]. As expected, OVX also induced a significant reduction in uterine
mass [F (1, 30) = 158.50, p<0.001, Figure 1B], an effect that was also not affected by
Red Maca treatment. We also detected a significant reduction in the pituitary relative
mass in vehicle-treated OVX animals [F (1, 30) = 10.77, p<0.01, Figure 1C], being this
effect prevented in animals administered with Red Maca. Finally, Figure 1D shows that
OVX significantly decreased the relative mass of brown adipose tissue

(BAT), regardless of Red Maca treatment [F (1, 30) = 12,31, p<0.01]. According to
Table 1, casual blood glucose levels did not vary among the experimental groups. Also,
in the present study, serum levels of TG, TC and total calcium were not altered in

response to OVX or Red Maca treatment.

3.2. Effects of Red Maca on behavioral parameters in SHAM

and OVX animals

According to the open field test results, no differences were found in the times
spent in the center or periphery between SHAM and OVX animals treated with vehicle
(Figures 2A and 2B). On the other hand, OVX rats treated with Red Maca showed
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increased permanence in the center of the aparatus, either when compared to Control
OVX group or to Maca-treated SHAM animals (Figure 2A). Therefore, statistically
relevant effects on this parameter were found for Red Maca treatment [F (1, 13) = 8.61,
p<0.05], and also for the interaction between treament and gonadal function [F (1, 13) =
8.28, p<0.05]. Consequently, treatment with Red Maca decreased the permanence of
OVX rats in the periphery, either when compared to Control OVX animals or to the
treated SHAM group (Figure 2B). However, under the statistical point of view, only Maca
treatment showed a significant effect on this parameter [F (1, 13) = 11.89, p<0.01]. No
significant changes were induced by OVX or Red Maca treatment on the time of mobility
(Figure 2C) and immobility (Figure
2D).

3.3. Effects of Red Maca on gut microbiota profile in SHAM

and OVX animals

According to Figure 3, the Bacterioidetes and Firmicutes DNA contents did not
show any significant changes in response to OVX or Red Maca administration. However,
a significant reduction in the Gamma bacteria DNA was observed in SHAM, but not in
OVX animals treated with Red Maca (Figure 3D), showing a statistical relevant effect of
treatment [F (1, 7) = 6.57, p<0.05], and also of the interaction between treatment and
gonadal function [F (1, 7) = 6.08, p<0.05]. The decreased Gamma bacteria population
probably determined a reduction of total bacterial DNA content in the same group
(Figure 3A). Therefore, total bacterial population was significantly impacted by OVX [F
(1, 8) = 38.42, p<0.001], Red Maca administration [F (1, 8) = 37.05, p<0.001] and also

by the interaction between the two variables [F

(1, 8) = 23.02, p<0.01].

3.4. Determination of Red Maca flour main components

The centesimal composition of the Red Maca is detailed in Table 2. According to

the results, total carbohydrates (including fibers) account for approximately 70% of the
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sample, followed by proteins (~12%) and lipids (~2%). The results demonstrate that
phenols represent around 6 mg of GAE/g of sample, whereas flavonoids account for less

than 1 mg of CE/g of sample.

3.5. Determination of Red Maca antioxidant potential

Radical scavenging is often used to evaluate the antioxidant activity of natural
products, which occurs through their ability to donate hydrogen to free radicals,
converting them into non-toxic species and inhibiting lipid oxidation (Lee & Chang,
2019). The antioxidant performance of Red Maca in the DPPH and ABTS™ assays is

shown in Table 4.

4. Discussion

It is well established that estrogen deficiency promotes a gradual, timedependent
involution of the uterus and, consequently, a reduction in uterine volume and mass,
leading to its atrophy. Several events may underlie this effect, including the
hypoestrogenism-induced increase in autophagy in the uterine epithelium (Zhou et al.,
2016). In addition to the menopause-induced effects on target organs, gonadotropin
production is initially increased in OVX animals, reducing over time due to the absence
of the negative feedback mechanism. Although we did not measure plasma 17f3-
estradiol or gonadotrophins concentrations, the significant reduction in pituitary mass
observed in control OVX animals strongly suggests that the gonadal axis may be
completely inhibited after 3 weeks.

Also, it has also been extensively demonstrated in the literature that OVX
accelerates body mass accumulation in rodents. A reduction in the expression of leptin
receptors in the hypothalamus has been associated to the OVX-induced decrease in
satiety (Burch et al., 2022). Previous studies have also demonstrated that estrogen
deficiency is associated with transient hyperphagia and reduced spontaneous activity,

changes that were reversed by estrogen replacement (Gavin et al., 2018).
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In OVX mice, a decreased expression of nuclear receptors and proteins required
for efficient energy expenditure has also been reported. OVX mice also exhibited
decreased expression of enzymes involved in fatty acid B-oxidation and transcription
factors required for lipolysis (Kamei et al., 2005). Indeed, sex steroids appear to regulate
the expression of mitochondrial uncoupling proteins (UCP) in white and brown adipose
tissue depots, since OVX rats exhibited reduced expression of UCP1 in BAT (Pedersen
et al., 2001). In the present study, OVX animals showed not only a greater body mass
variation, but also a reduction in BAT size, also supporting the hypothesis that the
hypoestrogenism-induced obesogenic effect may be, at least in part, derived from
reduced basal metabolism and thermogenic activity. We also demonstrated that a 3-
week OVX protocol did not produce a significant effect on the main biochemical
indicators of lipid metabolism, calcium balance or glucose homeostasis, as shown in
Table 1. However, a study performed in healthy women found that proinflammatory
cytokines are significantly higher after menopause, what may contribute to the
development of atherosclerosis and type 2 diabetes mellitus (Purnamasari et al., 2023).
Indeed, the metabolic syndrome was diagnosed in 42% of postmenopausal women,
which also showed higher blood pressure and TG levels, in parallel with lower HDL

plasma concentrations

(Mehndiratta et al., 2020).

Also, bone health is a critical issue for post-menopausal risk. Although ionized
calcium is the bioactive form and has the greatest relationship with parathyroid hormone
in humans, the concentration of total calcium in plasma is still the predominant
methodology, mainly due to its availability and easy assessment (Hamroun et al., 2020).
Again, in our study, no important alterations in total calcium levels were found in OVX
animals, corroborating previous findings (Zhang et al., 2006). Although the present
experimental protocol failed to characterize these important menopause-associated
features, we believe that the time window of evaluations may constitute a critical issue in
this case, since there is strong evidence that most of the menopause alterations exhibit a
time-dependent profile.

Within this context, the present study proposed the use Red Maca as a potential
adjuvant intervention to decrease OVX-induced alterations. The centesimal composition

of the Red Maca (Table 2) revealed similar carbohydrate content to previously reported



77

results, with values ranging from 50 to 70%. The lipid content was also similar in wet
(2%) and dry matter (4%), as previously described (Valentova et al., 2008; Chen et al.,
2017).

Most studies demonstrating the health-related properties of Maca were
performed with aqueous or hydroalcoholic extracts, being the effects mostly attributed to
glucosinolates, polyphenols and antioxidants (Wang and Zhu, 2019). Maca is also rich in
micronutrients such as vitamin C, copper and iron, as well as in bioactive compounds,
such as isoflavones, quercetin and anthocyanins (Silva Leitdo Peres et al., 2020). In the
present study, the total phenolic content was below the values found by other authors
using mixed flour of yellow, red and black Maca, and also the hydroalcoholic extract of
red Maca (8.99 to 11.6 mg/g), respectively (Campos et al., 2013; Zevallos-Concha et al.,
2016). On the other hand, the total flavonoid content was considerably higher than the
one reported for Red Maca methanolic extract (Lee and Chang, 2019).

As previously demonstrated, high levels of flavonoids increase the ability to
eliminate free radicals, contributing to antioxidant activity (Dias et al., 2021). Within this
context, DPPH radical scavenging is often used to evaluate the antioxidant activity of
natural products, which occurs through the ability to donate hydrogen to free radicals,
converting them into non-toxic species and inhibiting lipid oxidation. Methanolic extracts
of Maca leaves and roots showed a positive effect on this parameter, with leaves
demonstrating the greater effect (Lee and Chang, 2019). Also, the antioxidant potential
assessed by the ABTS* method was investigated in three

Maca genotypes (yellow, red, black), with the better results being obtained in Red
Maca, corroborating the present findings (Yabar, Chirinos & Campos, 2019).

In sedentary animals, Red Maca was able to prevent weight gain and, when
associated with physical activity, enhanced weight loss (Choi et al., 2012). In our study,
however, we did not observe alteration in weight gain or BAT size in Red-Maca treated
animals, indicating that its association with physical exercises may potentiate its
eventual beneficial effects on body metabolism. We also did not observe any effect of
Red Maca administration on the uterine index, contradicting a previous study with female
OVX mice, which demonstrated positive results with the use of Yellow, Red and Black
Maca for this parameter (Rubio et al., 2006). However, the present findings

demonstrated that treatment with Red Maca prevented the reduction in pituitary mass in
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the OVX group, since the statistical effect of surgery was abolished, indicating that Maca
treatment could act at the nervous system to control gonadal function. In this regard, the
literature suggests that the Maca effects on hormonal balance may be related to the
presence of alkaloids, such as berberine and norzoantamine, which act on the
hypothalamic-pituitary axis and the adrenal glands (Wang et al., 2007). Additionally,
Maca also contains steroid-like substances, which potentially increase blood

testosterone and progesterone levels in rats (Bower-Cargill et al., 2022).

Regarding biochemical profile, it has been previously reported a Red
Macainduced reduction in serum TG and LDL levels in hypercholesterolemic rats
(VecCefa et al., 2007). There is also evidence in the literature that all the three types of
Maca (Black, Red and Yellow) significantly reduce plasma glucose levels in diabetic rats,
contradicting the present findings in normoglycemic animals (Qiu et al., 2016). In
relation to bone health, the ethanolic extract of Maca has been shown to significantly
increase femur calcium content and bone mineral density of lumbar vertebrae (VL16), as
well as to restore trabecular bone structure in OVX rats (Zhang et al., 2006).
Interestingly, these authors also demonstrated that Maca treatment was effective in
preventing osteoporosis in the OVX model, even with no detectable alterations in plasma
calcium concentrations, as also demonstrated by the present findings. Also, Maca itself
contains a lot of calcium, magnesium and a good amount of silica, which are useful in
replacing menopause-associated bone calcium loss (Minich et al., 2024).

Considering the important interplay between metabolism, inflammation and sex
steroids, the intestinal physiology and the regulation of its integrity has recently appeared
as a key factor (Chelakkot, Ghim & Ryu, 2018). In humans, the intestinal microbiota is
mainly composed of two bacterial phyla, Firmicutes and Bacteroidetes, which represent
more than 90% of the total community. Based on phylogenetic analysis of the 16S rRNA
gene, the phylum Proteobacteria is divided into 6 classes that include
Gammaproteobacteria (Huttenhower et al., 2012). Increases in Proteobacteria were also
reported in obese and insulin-resistant individuals or animals (Rizzatti et al., 2017). In the
present study, the gut microbiota profile was not altered by OVX itself, but OVX animals
were resistant to Red Maca-induced decrease in Gamma bacteria population. In this
regard, treatment with a compound containing 30% Maca, associated with seven other
medicinal plants in smaller proportions, in mice subjected to the forced swimming test,

demonstrated through 16S rDNA sequencing, regulation of the intestinal microbiota
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through the increase of beneficial bacteria (Zhu et al., 2022).

Alterations in the homeostatic proportion of different bacteria have been already
reported to induce intestinal dysbiosis, leading to deleterious effects on host health
(Magne et al., 2020). This is based in the evidence that the gut-brain axis plays a
fundamental role in behavioral control, interfering with important outcomes that
determine the development of neurodegenerative diseases. Indeed, the microbiota
composition of elderly individuals presents reduced diversity, decisively impacting in the
response of the central nervous system to challenges (Biagi et al., 2010).

In the present study, Red Maca induced a significant anxiolytic effect in OVX, but
not SHAM animals. As discussed previously, these behavioral alterations occurred in
parallel to the changes in microbiota profile of the same experimental groups. The
present findings contradict previous reports showing that OVX rats presented a higher
level of anxiety (Machado et al., 2021, Renczés et al., 2020). However, the present
results confirm data obtained in menopausal women supplemented for 6 weeks with
3.5g/day of Maca powder, who exhibited a significant reduction in psychological
symptoms such as anxiety and depression (Brooks et al., 2008). Similar results were
obtained by Stojanovska et al (2015), who showed that supplementation with 3.3g/day of
Maca for 12 weeks contributed to the reduction of anxiety and depression, as well as
improved diastolic blood pressure.

In conclusion, the present study proposes Red Maca as a potential nutraceutical
to manage hypoestrogenism-induced alterations, particularly in behavior and intestinal
health. However, despite the promising antioxidant performance shown by Red Maca in
in vitro assays, the present data could not completely characterize the OVX model as
fully representative of menopauseassociated changes in glucose metabolism and lipid
profile, probably due to the temporal window of evaluation. Therefore, the long term use
of Red Maca should be evaluated by future studies, in order to validate its beneficial

effects on metabolic and biochemical markers of hypoestrogenism.
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Figure captions

Figure 1 — Body mass variation (g), uterine index (mg/100 g of body mass,

b.m.), pituitary relative mass (mg/100 g of b.m.) and brown adipose tissue relative
mass (mg/100 g of b.m.) in SHAM (white bars) or OVX animals (grey bars) treated by
gavage with vehicle (Control) or Red Maca suspension (100mg/kg/day) for 21 days.

Results are expressed as mean * standard error (SE) and were analysed by
TwoWay ANOVA, followed by Sidak’s post-test. * p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001.

Figure 2 — Time spent in the center (in seconds, 3A), time spent in the periphery
(in seconds, 3B), time of mobility (in seconds, 3C) and time of immobility (in seconds,

3D) in SHAM (white bars) or OVX animals (grey bars) treated by gavage with vehicle
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(Control) or Red Maca suspension (100mg/kg/day) for 21 days and submitted to the
open field test. Results are expressed as mean + standard error (SE) and were analyzed
by Two-Way ANOVA, followed by Sidak’s post-test. * p<0.05 and ** p<0.01.

Figure 3 — Total bacterial DNA (in 2-0¢, 2A), Bacterioidetes DNA (in 2-5¢t, 2B),

Firmicutes DNA (in 2°9¢ 2C) and Gammabacteria DNA (in 2-7¢ 2D) in fecal samples
obtained from SHAM (white bars) or OVX animals (grey bars) treated by gavage with
vehicle (Control) or Red Maca suspension (100mg/kg/day) for 21 days. Results are
expressed as mean z standard error (SE) and were analyzed by Two-Way ANOVA,

followed by Sidak’s post-test. * p<0.05 and *** p<0.001.
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Table 1
Click here to access/download;Table(Editable Version);Table 1.docx

Table 1 — Effects of Red Maca treatment on casual glycemia, triglycerides, total cholesterol and total plasma calcium in SHAM

(control) and ovariectomized (OVX) animals.

. Control Red Maca
Variable Group Mean SE Mean | SE F values
Casual glycemia | SHAM | 124.26 | 13.25 | 111.27 | 8.75 | Red Maca F (1, 30) = 1.33
(mg/dL) OVX | 113.50 | 12.48 | 102.30 | 7.17 OVX: F (1, 30)=0.88
Triglycerides | SHAM | 130.09 | 9.20 | 142.72 | 9.78 | Red Maca: F (1, 30) =1.49
(mg/dL) OVX |122.60| 2.38 | 128.51 | 7.56 OVX: F (1, 30) =2.03
Total cholesterol | SHAM | 120.33 | 6.62 | 138.40 | 9.08 | Red Maca: F (1, 30) =2.70
(mg/dL) OVX |117.88 | 4.68 | 124.75 | 8.43 OoVvX: F(1,30)=1.12
Total calcium | SHAM | 11.72 | 0.71 | 11.46 | 0.72 | Red Maca: F (1, 30) = 0.29
(mg/dL) OovX | 11.89 | 0.92 | 11.25 | 0.87 OVX: F (1, 30)=0.00

Results were analyzed by Two-way ANOVA, followed by Sidak's posthoc test. SE: standard error.
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Table 2

|14

Click here to access/download;Table(Editable Version);Table 2.docx -

Table 2 - Centesimal composition of Red Maca.

Component Wet base Dry base
Humidity (%) 7.04 £ 0.03 -
Ashes (%) 6.72 £ 0.05 7.23 £0.05
Lipids (%) 1.89 £ 0.08 2.03 £ 0.09
Proteins (%) 11.86 + 0.68 12.76 £ 0.73
Total carbohydrates™ (%) 72.49 77.98

*including fiber fraction and metabolizable carbohydrates. Results are expressed as mean, or as mean + standard error.


https://www2.cloud.editorialmanager.com/jethno/download.aspx?id=2039256&guid=77f08323-3ec5-4868-9db2-c8a79768c963&scheme=1

ble 3

Click here to access/download;Table(Editable Version);Table

3.docx

Table 3 — Total phenolic content and flavonoids in Red Maca.

Total phenolic content (mg of GAE/g of sample)

Replicate 1 Replicate 2 | Replicate 3 Mean + SE

Wet base 6.38+£0.03 |597+0.03| 6.30+0.03 6.22 £ 0.21

Dry base 6.86+0.03 |6.43+0.03| 6.78+0.03 6.69 + 0.23
Total flavonoids (mg of CE/g of sample)

Replicate 1 Replicate 2 | Replicate 3 Mean + SE

Wet base 0.65+0.05 |0.63+0.04| 0.63+£0.04 0.64 £ 0.01

Dry base 0.70£0.03 | 0.68+0.05| 0.67+£0.04 0.68 £ 0.01

CE: Catequine equivalent; GAE: Gallic acid equivalent; SE: standard error.
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ble 4
Click here to access/download;Table(Editable Version);Table
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Table 4 - Antioxidant potential of Red Maca by DPPH and ABTS" radical scavenging.

(mmol TE/g of sample)
Replicate 1 Replicate 2 Replicate 3 Mean £ SE
DPPH 130.84 £1.95 | 129.03+7.34 | 132.05+8.48 | 130.64 £ 1.52
ABTS* 39.93 +1.37 38.78 £ 8.47 43.11+155 | 40.61+2.24
DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; ABTS™: 2,2'-Azino-Bis(3-

Ethylbenzothiazoline6-Sulfonic

equivalent. SE: standard error.

Acid) Diammonium Salt;

TE:

TROLOX
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ANEXO A — APROVAGAO CEUA UNIFAL/MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada INFLUENCIA DA Lepidium meyenii
(MACA PERUANA), ASSOCIADA OU NAO A ATIVIDADE FiSICA, NO PERFIL
LIPIDICO, RESISTENCIA INSULINICA E ESTRESSE OXIDATIVO EM RATAS

OVARIECTOMIZADAS., registrada com o n? 0005/2022, sob a responsabilidade de Silvia Graciela
Ruginsk Leitao, que envolve a producao, manutencao ou utilizacao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, com vigéncia de
01/04/2022 a 30/03/2024, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Espécie/linhagem/raca| Total de animais | Total de machos | Total de fémeas Origem

Rato / Wistar 80 0 80 Biotério central da universidade federal de alfenas

(unifal-mg)

Prof(a). Dr(a). Pollyanna Francielli de Oliveir4'fenas, 28 de Marco de 2022
Coordenador(a) do CEUAJUNIFAL - MG
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