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RESUMEN

El presente estudio de tipo analitico-experimental y nivel cuantitativo tuvo como objetivo
determinar el efecto del extracto etandlico de las hojas de Aloysia triphylla. (Cedron) en
el aprendizaje y memoria espacial, utilizando el laberinto de Morris. Para ello se utilizd
animales de experimentacion Rattus rattus var. albinus que fueron formadas al azar en
tres equipos; al equipo control se le suministro 5ml/Kg suero salino fisioldgico, al equipo
experimental uno se le suministro 250mg/Kg y al equipo experimental dos se le suministro
500mg/Kg de extracto etandlico de las hojas de Aloysia triphylla. (Cedrén) durante 30
dias, posteriormente se sometié al ensayo de aprendizaje y memoria espacial mediante el
laberinto de Morris. Haciendo este ensayo del extracto etanolico de la planta estudiada
vimos resultados éptimos mejorando los pardmetros de aprendizaje y memoria en el
equipo que se le suministro dosis de 500mg/kg siendo su periodo de preparacion 19 + 0.97
S. y su periodo de duracion 13 £ 0.87 s. con una significancia de p=0.000, es decir el valor
p es menor que el alfa 0.05. Se concluye que el extracto etandlico de las hojas de Aloysia
triphylla. (Cedron) mejoré el aprendizaje y memoria en animales de experimentacion

Rattus rattus var. albinus.

Palabras clave: Aloysia triphylla, aprendizaje, extracto etandélico, memoria espacial.



ABSTRACT

The present study of an analytical-experimental type and quantitative level aimed to
determine the effect of the ethanolic extract of the Aloysia triphylla leaves. (Cedrén) in
learning and spatial memory, using Morris's labyrinth. For this, experimental animals
Rattus rattus var. albinus that were randomly formed in three teams; The control team was
supplied with 5ml / Kg physiological saline, the experimental team one was given 250mg
/ Kg and the experimental team two was supplied with 500mg / Kg of ethanolic extract
from the Aloysia triphylla leaves. (Cedrdn) for 30 days, he subsequently underwent the
learning and spatial memory essay through Morris's labyrinth. Making this test of the
ethanolic extract of the plant studied, we saw optimal results, improving the learning and
memory parameters in the equipment that was given a dose of 500mg / kg being its
preparation period 19 = 0.97 s. and its duration period 13 + 0.87 s. with a significance of
p = 0.000, that is, the p-value is less than the 0.05 alpha. It is concluded that the ethanolic
extract of the leaves of Aloysia triphylla. (Cedrdn) improved learning and memory in

experimental animals Rattus rattus var. albinus

Key words: Aloysia triphylla, learning, ethanolic extract, spatial memory.
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l. INTRODUCCION

Los farmacos son un argumento valioso perceptivo en cualquier cultura, auténomo de
su nivel de importancia. El creciente adelanto cientifico, aumentado desde la segunda
guerra mundial, hizo q los farmacos hayan sido empleados de una manera tal, en gran
medida, pasaron a relacionarse poco a los objetivos sanitarios y méas a una experiencia
que finalizo por fortalecer una verdadera sociedad, dominante en la cultura occidental

moderna @,

La aplicacion de un medicamento para solucionar una dificultad de salud puede
inducir resultados adversos, los cuales deben ser estudiados por los doctores para que
el medicamento no sea inferior a la patologia. Estas reacciones suelen aumentarse si
el enfermo toma mas de un medicamento, 0 en estados particulares como las que
exponen algunas sociedades de peligro (infantes, embarazadas y personas de la tercera

edad) @.

La utilizacién de practicas de salud adicionales es tan arcaica como el surgimiento del
ser humano, ya que a partir de la civilizacion son pieza de los métodos de atencion
familiar y social. En medio de los diferentes métodos adicionales empleadas y
conocidas por medio de la cultura popular, las plantas medicinales constantemente
ocupan un sitio importante y durante un periodo largo es el fundamental procedimiento

terapéutico empleado para tratar la salud del ser humano ©.



Con el paso del tiempo y el advenimiento de la medicina moderna, este conocimiento
vino a ser devaluado por profesionales de la salud que han estado trabajando con

énfasis en medicamentos industrializados ©).

La OMS adopta el empleo de los remedios tradicionales y opciones cuando las mismas
han probado su beneficio para el enfermo y presentan un peligro decreciente, ahora a
medida que crece la cifra de pacientes que usa estos farmacos, los gobiernos detallaran
con técnicas para probar que todos los pacientes tengan una excelente informacion

relacionado a las ventajas y peligros .

No se debe relegar que los recursos a base de materia vegetal revelan una gran
superioridad con relacion a las terapias quimicas. En las herbaceas sus componentes
se encuentran constantemente biol6gicamente balanceado por la disposicion de
sustancias adicionales, que van a aumentar entre si, de modo que en general no se

almacenan en el cuerpo, y sus reacciones adversas estan bajas ©.

Esta novedad de calidad médica, las plantas medicinales, a estos fundamentos, se le
adiciona el moderno entendimiento farmacologico esencial y médico. Manteniendo el
uso del fitofarmaco, en este momento como sustancia estandarizada, y avalando con

toda la investigacion farmacéutica de la que se prepara actualmente ©),

En nuestro pais, encontramos a la especie de Aloysia triphylla (Cedrén), ubicada en
todo el territorio peruano, la ingesta por via oral de la infusién es tratada como

antiespasmodico, tranquilizante, calmante nervioso, expectorante y estomacal ©.



Cuando se habla de enfermedades neurodegenerativas tenemos como principal
candidato a la EA que consiste en el avance de un delirio gradual con un dafio elevado
de la memoria episddica y de otros aspectos superiores como el cambio de conducta

que traban la elaboracién de acciones instrumentales de la vida diaria y en la sociedad.

™).

En primer lugar, hay una baja en las acciones del trabajo y sociales, seguidamente del

trastorno en las actividades cotidianas (cocinar, lavar, o el cuidado de la casa) ©.

La preocupacion de un farmacéutico, es poder combatir este tipo de enfermedad a base
de farmacos, pero también se tiene en cuenta que existen plantas que ejercen
propiedades terapéuticas lo cual se puede tener mejoria y/o curacion de dicha

enfermedad ©.

Las razones que justifican este trabajo son porque por afios se ha promocionado el
beneficio en tratamientos alternativos y el uso de productos naturales, los cuales
necesitan de investigaciones para constatar su certeza y constituir su toxicidad,
dotando de argumentos en investigaciones y estudios, el uso terapéutico de las plantas
medicinales, ya que muchos medicamentos debido a diferentes factores ocasionan

reacciones adversas en personas con la EA ®),

Otro importante factor es que la mayoria de pacientes no llega a tener acceso a los
medicamentos, ya sea por el alto costo o porque se dice que la enfermedad de

Alzheimer solo esta relacionada con los pacientes geriétricos ©.



Esta investigacion esta promovida en contribuir o ayudar a la investigacion de plantas
medicinales como un aporte a la medicina alternativa, también a revisar otros
tratamientos no farmacoldgicos, ya que los tratamientos farmacoldgicos son tan

costosos y dificiles de conseguir.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente se plantea el siguiente problema de

investigacion.

¢El extracto etandlico de hojas de Aloysia triphylla (Cedron) presentara efecto sobre
memoria y aprendizaje espacial en Rattus rattus var albinus con neurotoxicidad

inducida por tetracloruro de carbono?



Objetivo General

- Demostrar el efecto del extracto etanolico de hojas de Aloysia triphylla
(Cedron) sobre memoria y aprendizaje espacial en Rattus rattus var. albinus

con neurotoxicidad inducida por Tetracloruro de Carbono.
Objetivos Especificos

e Determinar el efecto del extracto etandlico de hojas de Aloysia triphylla
(Cedron) a dosis de 250mg/Kg y 500mg/Kg en la memoria espacial expresado
en tiempo de permanencia segun el test de Morris.

« Determinar el efecto del extracto etandlico de hojas de Aloysia triphylla
(Cedron) a dosis de 250mg/Kg y 500mg/Kg en el aprendizaje expresado en

tiempo de entrenamiento segln el test de Morris.



REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

Enriquez, 2019 en Peru realiz6 un estudio con el objetivo de evaluar el efecto del
extracto hidroalcohdlico de la semilla de Glycine max (soya) de la clase de
Magnoliopsida sobre la memoria y aprendizaje espacial en Rattus rattus var
albinus con menopausia inducida. Para este trabajo de investigacion se utilizaron
24 especimenes de experimentacion y distribuidos en cuatro grupos, grupo blanco
(sin ovariectomia), grupo control (ovariectomia bilateral), grupo estandar
(ovariectomia bilateral mas Benzoato de estradiol a dosis de 0.25mg/kg) y grupo
experimental (ovariectomia bilateral mas extracto hidroalcoholico de la semilla de
Glycine max (Soya), administrado en dosis de 720 mg/kg/dia por sonda
orogastrica); durante 14 dias, todos los grupos realizaron el test de la piscina de
Morris. Los resultados del tiempo inicial y final fueron: para el grupo blanco
102.67 + 54.74 y 16.33 + 14.44, grupo control 52 + 27.00 y 25.16 + 16.84, grupo
estandar 48.16 + 28.24 y 13 + 12.01 y experimental 48.16 + 28.24y 16.16 + 11.17.
Los resultados fueron sometidos a la prueba ANOVA, se observa una significancia
< 0.05, es decir existe diferencia estadisticamente significativa. Asi mismo el
efecto fitoestrogénico del extracto hidroalcohdlico de la semilla de Glycine max
(soya) es similar al Benzoato de estradiol, con una significancia de 0.78, siendo >
0.05. Se concluye que el extracto hidroalcoholico de la semilla de Glycine max
(Soya) presenta efecto fitoestrogénico, sobre la memoria y aprendizaje espacial en

Rattus rattus var albinus con menopausia inducida ©.



Cuyan, 2018 en Per( realizo un estudio tipo analitico-experimental y nivel
cuantitativo tiene como objetivo determinar el efecto del extracto lipofilico de las
semillas de Salvia hispanica L. (Chia) de la orden de lamiales en el aprendizaje y
memoria espacial. El extracto lipofilico de las semillas de Salvia hispanica L.
mejoro el aprendizaje y la memoria en el grupo que recibieron tratamiento con 500
mg/Kg siendo su tiempo de entrenamiento 27+ 5.36 s. y su tiempo de permanencia
14.5+1.05 s. Se concluye que el extracto lipofilico de Salvia hispanica L. mejord

el aprendizaje y memoria en animales de experimentacion @9,

Onneken, 2018 en Alemania realiz6 una investigacion de la Salvia hispanica L.
(semilla de Chia) de la orden de las Lamiales, como superalimento cerebral-como
la inteligencia, el estudio se basa en la evaluacion de pruebas que miden el
rendimiento cognitivo (en particular, el rendimiento de la memoria), participaron
34,600 estudiantes para lo cual se dividieron a los participantes del estudio en dos
grupos: un grupo de intervencién y un grupo de control. Los participantes fueron
entre 21.3 afios en promedio, los participantes del grupo de intervencion
consumieron diario una dosis de 5 gramos de semillas de Chia en un periodo de
21 dias (10). Teniendo como resultados a los test en finalizacion de frase Test Con
un valor de p de 0.037, inteligencia aplicada / prueba de LEGO que tiene un
significado de p = 0.048 se califica como estadisticamente significativa.
Concluyendo que el grupo de prueba que participd en la intervencion tuvo un
rendimiento significativamente mejor que en la prueba del grupo de comparacién.

Mejoraron su inteligencia verbal y mejoraron su habilidad en resolucién de



problemas en la medida en que la Salvia hispanica L. es un stper alimento,
respectivamente superalimento cerebral, esté cientificamente justificado 9.

Lozano et al, 2015 en Peru realizd el presente trabajo de investigacion gque tuvo
como objetivo determinar el efecto de Lepidium meyenii Walp (maca) ecotipo
negra en la memoria espacial y la lipoperoxidacion inducida de membranas
neuronales de Rattus rattus variedad albinus en altura. El estudio experimental in
vivo se realizo con 20 especimenes de Rattus rattus variedad albinus hembras de
3 a4 meses de edad, divididos en 3 grupos: Grupo Control [6 especimenes], Grupo
problema 1 [7 especimenes], Grupo problema 2 [7 especimenes], que después de
un mes de induccién de estrés oxidativo con Fluoxetina a dosis de 20 mg/kg de
peso, recibieron sus tratamientos por via oral: con solucion salina al 0,9 % (grupo
control), extracto acuoso de maca negra a dosis de 1 g/Kg de peso (Problema 1) y
con dosis de 2 g/Kg de peso (Problema 2) por espacio de un mes. Los parametros
de memoria espacial fueron medidos mediante el Laberinto Acuatico de Morris.
La determinacion de los niveles de Malondialdehido (MDA) en tejido neuronal se
realiz0 mediante el método colorimétrico de sustancias reactivas al &cido
tiobarbiturico (TBARs). El extracto acuoso de Lepidium meyenii Walp ecotipo
negra a dosis de 1 y 2 g/Kg de peso corporal mejord la memoria espacial segun el
tiempo de latencia, tiempo de permanencia y nimero de cruzamientos, del mismo
modo disminuyeron los niveles de MDA a nivel de tejido neuronal. En Conclusion,
Lepidium meyenii Walp (maca) ecotipo negra mejoré el déficit de memoria

espacial, asi como redujo la lipoperoxidacion inducida con Fluoxetina segln



niveles de Malondialdehido en membranas neuronales de Rattus rattus variedad
albinus ¢?,

Mojgan et al, 2014 en Iran realiz6 un estudio cientifico para evaluar el efecto del
extracto acuoso de verbena de limén de la familia de Verbenaceae en Memoria de
ratas macho mediante el uso de la tarea de evitacion pasiva. El analisis de los datos
mostré que, en comparacion con los controles, el tratamiento con el extracto
acuoso de verbena de limon (> 100 mg / kg) tuvo disminuyd la latencia de paso
(STL) (P <0.001). Ademas, el tratamiento de las ratas con el extracto de dosis >
500 mg / kg habia aumentado el tiempo total pasado en el compartimento oscuro
(TDC) en comparacién con los controles (P <0,001). Concluyendo que los
resultados indicaron que el extracto acuoso de verbena de limon (> 100 mg / kg)
tiene efectos indeseables en la memoria; sin embargo, la comprension de los
mecanismos subyacentes requiere una mayor investigacion 3,

Altamirano, 2013 en Per0 realizé un estudio experimental tiene como objetivo
establecer los efectos de dos dosis de zumo de Rubus spp. (zarzamora) de la clase
de Magnoliopsida sobre el aprendizaje y memoria espacial en Rattus norvegicus
var. albino, cepa Wistar sometidas a estrés hipotérmico; utilizando el laberinto de
Morris, comparar los efectos de ambas concentraciones y los parametros de estrés
hipotérmico. Para lo cual se administro dos dosis de zumo de zarzamora de
10ml/Kg y 20ml/Kg durante 30 dias, luego se le sometio a la prueba de aprendizaje
espacial acuatica de Morris. También se midié memoria sometiendo a dichos
animales a estrés hipotérmico. Los principales resultados encontrados muestran

que: El zumo de zarzamora mejoro el aprendizaje y la memoria espacial en el

-9-



grupo que recibieron tratamiento con 20ml/kg siendo su tiempo de latencia
(29£2.5) segundos en condiciones ambientales y (39+2.9) segundos en
condiciones hipotérmicas. Asi mismo los tiempos en hallar la plataforma en la
prueba de Morris son de (31£1.6) y (41£2.0) segundos en el grupo de 10ml/kg y
de (31%2.6), (49£5.0) segundos en el grupo control. Se concluye que el zumo de
zarzamora mejoro el aprendizaje y memoria en animales de experimentacion ¢4,

2.2. Bases Tedricas
Aloysia triphylla (Cedron)

La planta es conocida en el Peri como cedrén y en el sur de Sudameérica (en donde es

nativa) como hierba luisa %),

Esta especie crece de forma nativa en Sudamérica, en las regiones montafiosas del
noreste de Argentina y norte de Chile. También se encuentra presente en
Centroamérica y en Europa al haber sido introducida al continente por exploradores
espafoles y portugueses. Se encuentra también cultivada en la region mediterranea y

en Irén, Tunez y Argelia 6,
- Taxonomiay caracteristicas de botanicas de Aloysia triphylla (Cedrén).
La clasificacion taxonomica dada por Antonio Palau, es la siguiente: @7

' Reino: Plantae
+ Division: Tracheophyta
+  Clase: Magnoliopsida

*  Orden: Lamiales

-10-



+  Familia: Verbenaceae
+  Género: Aloysia

+ Especia: Aloysia triphylla

Se trata de un arbusto penene de tallos lefiosos, rectos, cuadrangulares
transversalmente, que asciende de 0.5 a 7 metros de altura, pubescente, de superficie
lisa. Las hojas son siempre verdes, lanceoladas, arregladas en grupos de tres, opuestas,
raramente alternadas, espatuladas y ovadas con margenes serrados. Presentan tricomas

glandulares unicelulares t®),

Tiene una inflorescencia paniculiforme, racemosa a menudo en grupos de 3 a 6. La flor
presenta bracteas, son completas, hermafroditas, zigomorficas, pentameras, hipoginas.
El céliz estd formado por 5 sépalos unidos, generalmente lobulados o dentados; la
corola presenta 5 pétalos unidos en forma de bandeja, de colores blancos, lavandas,
purpuras, rosas o azules. Tiene también 4 estambres de 0.15-0.50 mm de largo que se
alternan con los I6bulos de la corola. No presenta estambre posterior; s6lo 2 de los

estambres son fértiles y 3 estaminodios los acomparian 9,

Los frutos son elipsoides a ovoides, mas o menos cordados, basalmente truncados, con

el apice redondeado y bilobulado, el fruto también tiene dos mericarpios 9.
- Composicion Quimica

El componente principal en esta planta es el citral, también uno de los isémeros del

pineno (o — pineno), entre otros terpenos %),

-11-



- Citral

Tiene un fuerte olor a limén; sensible a la luz, calor y otros medios, con el paso del
tiempo, en la densidad del aceite esencial hay un aumento; el citral esta presente en

otras plantas como el limén, jengibre, etc @9,

- 0 -Pineno

El a-pineno es el miembro méas importante del grupo o serie del pinano. Se encuentra
en sus formas (+) y (-) en todas las esencias de trementina y forma parte de los aceites
esenciales provenientes de numerosas especies vegetales, por lo tanto, es
probablemente el terpeno méas abundantemente distribuido en la naturaleza y es
ademas un producto de importancia industrial, pues por ser facilmente asequible y

barato, es la base de la mayor parte de las sintesis en la familia de los terpenoides V.

Ademas de ser antiinflamatorio, broncodilatador y antibidtico, inhibe a la

acetilcolinesterasa, lo que contrarresta los déficits en la memoria a corto plazo @2,
La acetilcolina (AC) y su relacion con la Actividad de Alfa — Pineno en el cerebro

La AC una vez liberada tiene una vida media muy corta por la presencia de grandes
cantidades de acetilcolinesterasa (ACE), una enzima que hidroliza la parte éster de la

molécula del neurotransmisor, conduciendo asi a la pérdida de actividad de éste 3,

-12 -



La AC como funcion colinérgica es necesaria para la memoria a corto plazo y su
disminucidn esté asociada con el aumento de ACE, motivo por el cual los tratamientos
se centran en farmacos que aumentan los niveles de acetilcolina, disminuyendo la
acetilcolinesterasa, mecanismos presentes en la actividad de algunas moléculas

contenidas en distintos materiales vegetales entre ellas el alfa — pineno @4,
Mecanismo inhibidor de acetilcolinesterasa

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa acttan en la inhibicion de la degradacion de
la acetilcolina en el espacio sinaptico, conocida como accién parasimapaticomética,
ya que son capaces de contrarrestar el déficit cerebral de Ach que caracteriza a la EA.
Se favorece con ello el aumento de los niveles de Ach en la hendidura y los efectos

del neurotransmisor 43,

Neurobiologia aprendizaje y memoria
Desde el paradigma de la evolucidn, el aprendizaje y la memoria actidan como medio
principal de adaptacion de los seres vivos a las modificaciones inciertas del medio

ambiente 9,

Se asume, sin embargo, con fines académicos, que el aprendizaje es el proceso de
adquisicion de informacién y la memoria se refiere a la codificacion, almacenamiento

y recuperacion de esa informacion aprendida @7,

Pero esta informacion almacenada en el sistema nervioso, no suele formarse de un
modo instantaneo y sigue un proceso de formacion que incluye al menos dos estadios

0 etapas subsecuentes: la memoria a corto y largo plazo @),
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La memoria de corto plazo almacena una cantidad limitada de informacion

durante un corto periodo de tiempo @7,
Laberinto de Morris

El laberinto de agua es uno de los modelos méas empleados en el estudio de la memoria
espacial en roedores. En este laberinto los animales tienen que nadar para localizar

una plataforma oculta ©®.

Este paradigma resulta de especial interés, puesto que no necesita de la privacion de
agua o comida ni de la aplicacion de una descarga eléctrica para motivar la conducta.
Ademas, se requieren relativamente pocos ensayos, ya que los animales aprenden
rapido, guidndose por claves extra-laberinto, y se pueden valorar los efectos de los
farmacos sobre los procesos de aprendizaje y memoria de forma mas efectiva que en
otros laberintos de adquisicion més lenta, como el laberinto radial, en el que resulta

mas dificil distinguir entre los efectos agudos y cronicos @2,

-14 -



I1l. METODOLOGIA

3.1. Disefio de la Investigacion

La presente investigacion es de tipo analitico- experimental, de nivel cuantitativo. Se
utilizé el método del laberinto acuatico de Morris, modificado por Roozendaal y
McGaugn en 1998. El cual consiste en una piscina circular llena de agua en la que se
sitla una plataforma que debe ser localizada por el animal de experimentacion (rata),
por accidente las primeras veces y en sesiones posteriores deberia localizarlo con

ayuda de indicadores visuales (claves espaciales externas) 9.

Para este estudio se utilizé el extracto etandlico de hojas de Aloysia triphylla (Cedrén),
se formaron 3 grupos aleatoriamente de 6 animales cada grupo. En todos los casos, las
sustancias de ensayo fueron administradas por via oral. Luego de la administracion,

los animales fueron colocados de forma grupal a sus jaulas correspondientes.
3.2. Poblacién y Muestra
Poblacion Vegetal

La poblacion vegetal en estudio estuvo constituida por la especie vegetal Aloysia
triphylla. (Cedrén), fueron ubicados en el Valle de Olleros, provincia de Huaraz —

Ancash.
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Muestra Vegetal

La muestra vegetal estuvo constituida por las hojas de Aloysia triphylla. (Cedron).

Criterios de Inclusién

< Hojas sin presencia de hongos, polvo o cualquier agente externo que ponga en
peligro la realizacién de la investigacion.

« Hojas recolectadas y secadas correctamente.

« Hojas que no sean de otra especie vegetal que haya sido elegida para la

investigacion.

Criterios de Exclusion

< Hojas en mal estado rotas o con agentes externos que no son propios de la misma.
< Hojas que son de otra especie vegetal inadecuada para esta investigacion.

< Hojas muy verdes y mal secadas.

Poblacion Biolbdgica

Los especimenes de Rattus rattus albinus fueron adquiridos del Bioterio de la

Universidad Peruana “Cayetano Heredia”- Lima.

Muestra Biologica

Formado por 18 especimenes de Rattus rattus var albinus adquiridos en el Bioterio de

la Universidad “Cayetano Heredia”.

-16 -



Criterios de Inclusién

Los especimenes Rattus rattus albinus, presentaron un peso de 200 — 250g promedio,
con una edad de 3 meses, sexo macho, a los que se trasladé a la ciudad de Trujillo para

su aclimatacion y adaptacion a un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas.

Criterios de Exclusién

< Animales de experimentacion que muestren signos de enfermedad.

« Animales de experimentacién que hayan sido evaluados en otra investigacion.

Cuadro: Disefo clasico del estimulo creciente

Grupo I: Control Positivo Grupo I1: Experimental | Grupo I11: Experimental 11
(n=6) (n=6) (n=6)
|
l Tratamien#o 30 dias l
Sin estimulo Estimulo X Estimulo 2X

' } .

Test acuatico de Morris

Leyenda:

o Sin estimulo: Se administrd via oral con sonda nasogastrica 5ml/Kg de suero salino
fisioldgico.
o Estimulo X: Se administré via oral por sonda nasogastrica 250mg/Kg de extracto

etandlico de Aloysia triphylla. (Cedron).
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o Estimulo 2X: Se administré via oral por sonda nasogastrica 500mg/Kg de extracto

etandlico de Aloysia triphylla. (Cedron).

o n: Numero de animales de experimentacion.
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3.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Definicién operacional

Indicador

Tipo de medicion

Test acuatico de Morris
para medir el tiempo de
entrenamiento
Test acuatico de Morris
para medir el tiempo de

permanencia

Segundos

Segundos

Cuantitativos de razén

Variables
Dependiente Efecto en el aprendizaje
Efecto en la memoria
espacial
Independiente Extracto etandlico de

hojas de Aloysia

triphylla.

Dos concentraciones de

extracto etandlico

250mg /Kg

500mg/Kg

Cualitativos — nominales

-19 -



3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Técnicas

La técnica utilizada para medir el aprendizaje y memoria espacial; fue el test acuatico

de Morris, el tipo de técnica fue observacional.

Laberinto acuatico de Morris

Se utilizo el laberinto acuatico de Morris el cual consistié de una piscina circular con
180 cm de didmetro y paredes con 55 cm. de altura pintada de negro y dividida en
cuatro cuadrantes imaginarios, ésta se llen6 con agua (24° C), hasta una altura de 25
cm. y en su interior fue sumergida una plataforma de acrilico transparente cilindrica
de con 12.5 cm. de diametro y 22 cm. de altura (invisible para la rata) permanecera
sumergida por debajo de la superficie del agua a 1cm y esta tuvo una ubicacion fija en
uno de los cuadrantes durante todo el experimento. La tarea consistio en que la rata
debia nadar en el laberinto hasta localizar la plataforma, las primeras veces por

accidente @9,

Extraccion etanodlica de las hojas de Aloysia triphylla. (Cedrén)

Las hojas fueron secadas bajo el sol. Una vez secadas, se trituraron en un molino
manual. Para la preparacion del extracto etandlico: Se pesaron 2 kg de hojas se les
agreg6 30 mL de etanol y se dejé macerar por 24 horas. Se filtrd y se aforo hasta 50
mL de etanol. Se obtuvo una solucién al 50 % p/v, y por disolucion se consiguio la

concentracion a utilizar 9.
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Induccidén de neurotoxicidad por Tetracloruro de Carbono

Los grupos control positivo y experimental recibieron el tratamiento con CCIl4 una
unica dosis oral de 0.5 mL/100 g de pc de CCl4 en aceite de maiz (1:1 v/v),

respectivamente ©9,

Dosificacion y administracion del extracto etandlico de las semillas de Aloysia

triphylla. (Cedron)

Las dosis utilizadas fueron 250 mg/Kg y 500 mg/Kg de peso, La administracion fue
por via oral, durante 30 dias entre las 16:00-17:00 horas. Se administro para el grupo
experimental de 250mg/Kg, 0.1ml de extracto etandlico. Para el grupo experimental

de 500 mg/Kg 0.2ml.
Prueba Piloto

En la prueba piloto se asegurd la validez del procedimiento en la seleccion de las dosis,
teniendo como objetivo la validacion de las concentraciones de las dosis a administrar
a los animales de experimentacion, los instrumentos y procedimientos utilizados, el
paradigma es cuantitativo disefio experimental, empleandose una muestra bioldgica
pequefia con caracteristicas idénticas, los resultados fueron aceptables para la

confiabilidad de la seleccion de las dosis.
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Por lo que se lleva a cabo la prueba piloto ya que no se cuenta antecedentes que
establezcan concentraciones especificas del extracto etanolico de las hojas de Aloysia
triphylla. (Cedron) en el aprendizaje y memoria espacial. Se realizé la prueba piloto
con 8 especimenes dos para cada grupo (grupo control, experimental 1, experimental
2, grupo experimenta 3), se le administrd extracto etandlico de las hojas de Aloysia

triphylla. (Cedron) a dosis de 125mg/Kg, 250mg/Kg y 500mg/Kg por via oral.

Ensayo de entrenamiento o aprendizaje espacial en Rattus rattus var albinus, en

el laberinto acuatico de Morris

El animal de experimentacion fue colocado en el laberinto acuético desde uno de los
tres sitios de partida de la periferia (uno por cada cuadrante) y se esperd hasta un

maximo de 60 s para que encuentre la plataforma 9.

El tiempo desde que la rata fue colocada en el agua hasta que localizé la plataforma
fue considerado como latencia de escape y su latencia maxima es de 60 segundos, si
una vez completado este tiempo, no localiza la plataforma oculta se le guia hasta ella

y alli se le dejo permanecer durante 20 s 9,

En seguida fue retirada, secada y se dejo en la jaula con los otros animales durante
20s, mientras empieza el siguiente ensayo, y asi sucesivamente; hasta completar 5
ensayos consecutivos para cada rata ese mismo dia, distribuyendo de manera

balanceada los sitios de partida entre los tres cuadrantes 9.
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Ensayo de permanencia o memoria espacial en Rattus rattus var albinus, en el

laberinto acuatico de Morris

Para este ensayo fue retirada la plataforma y se colocé a cada animal de
experimentacion en la piscina, en el cuadrante mas lejano de donde estuvo ubicado la
plataforma. El tiempo de nado fue de 60 segundos y luego fue retirado del laberinto.
Se registrd el tiempo que la rata permanecio navegando en el cuadrante donde estuvo

la plataforma. El ensayo fue filmado para su verificacion de toma de datos 9.
Instrumentos

Test piscina de Morris.

3.5. Plan de Analisis

Para determinar si hay diferencia entre los tiempos de entrenamiento, permanencia; se
realizd6 un analisis de varianza (ANOVA). También se utilizara la Prueba de

Comparaciones Multiples de Tukey con un valor de significancia del 0.05 %.
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3.6. Matriz de Consistencia

Titulo de la Formulacion del Objetivos Disefio de la Variables Definicién Indicadores y Plan de
Investigacion problema investigacion operacional escala de analisis
medicién
Efecto del extracto ¢(El extracto  Objetivo General La presente Independiente: ~ Test acudtico de  Indicador: Se realizé un
etandlico de hojas etandlico de hojas Demostrar el efecto del  investigacion El efecto en Morris para Segundos analisis de
de Aloysia triphylla  de Aloysia triphylla extracto etandlico de esde tipo memoria y medir el tiempo Escala de varianza
(cedrdn) sobre  (Cedrdn) presentara hojas de  Aloysia analitico aprendizaje de medicién: (ANOVA).
memoria y efecto sobre triphylla (Cedrén) experimental,  espacial. entrenamiento y  Cuantitativos de  También se
aprendizaje espacial memoria y sobre memoria y de nivel permanencia. razon. utilizara la
en Rattus rattus var. aprendizaje espacial aprendizaje espacial en  cuantitativo. Prueba de
albinus con en Rattus rattus var Rattus rattus var. Se utiliz6 el Comparacione s
neurotoxicidad albinus con albinus con método del Mdltiples de
inducida neurotoxicidad neurotoxicidad laberinto Tukey con un
inducida por inducida por acuatico de valor de
tetracloruro de Tetracloruro de Morris significancia
carbono? Carbono. Dependiente: Dos Indicador: del 0.05 %.
Objetivos Especificos Extracto concentraciones  250mg/Kg
- Determinar el efecto etandlico de las de extracto 500mg/Kg
del extracto etandlico hojas de Aloysia etandlico de las Escala de
de hojas de Aloysia triphylla. hojas de Aloysia medicion:
triphylla (Cedron) a triphylla. Cualitativos
dosis de 250mg/Kg y nominales.

500mg/Kg en la
memoria espacial
expresado en tiempo de
permanencia seglin el
test de Morris.

- Determinar el efecto
del extracto etanolico
de hojas de Aloysia
triphylla  (Cedrén) a
dosis de 250mg/Kg y
500mg/Kg en el
aprendizaje expresado
en tiempo de
entrenamiento segun el
test de Morris.
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3.7. Principios Eticos

La normativa incluida en este decreto, elaborada segun la Directiva 86/609 de la
Comunidad Europea, tiene como objetivo asegurar la proteccion de los animales
utilizados en experimentacion y otros fines cientificos: que a dichos animales se les
concedan los cuidados adecuados; que no se les cause innecesariamente dolor,
sufrimiento, estrés o lesion prolongados; que se evite toda duplicacion inatil de

experimentos y que el nimero de animales utilizados se reduzca al minimo ©2.

- Las instalaciones especificas para los animales de experimentacion pueden ser
sistemas abiertos, como corrales al aire libre, y sistemas cerrados en
construcciones especificas que constituyen el ideal y en los que es posible el
control del medio ambiente ©2).

- Las instalaciones de los animales estén dotadas de un sistema de climatizacion que
proporcione aire limpio, a temperatura y humedad controladas en cantidades
suficientes para que se mantenga un ambiente constante y relativamente libre de

microorganismos y agentes quimicos nocivos ¢,
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IV. RESULTADOS

4.1. Resultados

Tabla 1. Efecto del extracto etandlico de las semillas de Aloysia triphylla. (Cedrén) a
dosis de 250mg/Kg y 500mg/Kg en el aprendizaje expresado en tiempo de

entrenamiento segun el test de Morris.

Grupos de tratamiento Tiempos de entrenamiento (S) Significacion
Control
5ml suero fisiolégico /Kg 39+2.33
Experimental 1: 250mg de 23+ 3.00 p= 0.000

extracto etandlico/Kg

Experimental 2: 500mg de 19+0.97
extracto etanélico/Kg

*p<0.05 Analisis estadistico Anova.

Tabla 2. Efecto del extracto etanolico de las semillas de Aloysia triphylla. (Cedron) a dosis

de 250mg/Kg y 500mg/Kg en la memoria expresado en tiempo de permanencia segun el

test de Morris.

Grupos de tratamiento Tiempos de permanencia () Significacion
Control

5ml suero fisioldgico /Kg 96+1.2

Experimental 1: 250mg de 12,6+1.0 p=0.000

extracto etanélico/Kg

Experimental 2: 500mg de

extracto etan6lico/Kg 13+0.87

*p<0.05 Andlisis estadistico Anova.
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Tabla 3. Anélisis de comparacion maltiple de Tukey, para determinar diferencias entre los

grupos experimentales 1, 2 y grupo control sobre los parametros de tiempo de aprendizaje

y memoria espacial segun el test de Morris

Variable dependiente: entrenamiento

Grupos de tratamientos Significancia
Grupo experimental 1 Grupo control ,000
250mg/Kg Suero salino fisiolégico
5ml/Kg
Grupo experimental 2 ,028
500mg/Kg
Grupo control ,000
Grupo experimental 2 Suero salino 5ml /Kg
500mg/Kg
Grupo experimental 1 ,028
250mg/Kg
Variable dependiente: permanencia
Grupos de tratamientos Significancia
Grupo experimental 1 Grupo control ,003
250mg/Kg Suero salino fisioldgico
5ml/Kg
Grupo experimental 2 ,011
500mg/Kg
Grupo control ,000
Grupo experimental 2 Suero salino 5ml /Kg
500mg/Kg
Grupo experimental 1 ,011

250mg/Kg

*p<0.05 Andlisis estadistico de comparacion multiple de Tukey.
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4.2. Andlisis de resultados

En la tabla 1, muestra el tiempo de entrenamiento o prueba de aprendizaje en los
especimenes Rattus rattus albinus. Segun la prueba ANOVA al comparar los
diferentes grupos muestran un nivel de significancia de p=0.000, es decir el valor p es
menor que el alfa 0.05 por lo existe diferencia estadisticamente significativa en los
efectos de los tres grupos de estudio, esto significa que todos los grupos

experimentales son estadisticamente comparables entre si.

La administracion de extracto etandlico de Aloysia triphylla. (Cedrén) a dosis de
500mg/Kg mejord el parametro del aprendizaje en animales de experimentacion
presentando un menor tiempo de entrenamiento 19 + 0.97s al compararlo con el grupo

de 250mg/Kg que presento un mayor tiempo de latencia de 23 + 3.00.

Segun el estudio de Cuyan en el 2018 realizé la investigacion en donde se determind
los efectos de mejora de rendimiento en aprendizaje espacial, donde se administrd
500mg/Kg del extracto lipofilico de semillas de Salvia hispanica L. (Chia) de la orden
de lamiales la misma que Aloysia triphylla en el aprendizaje. Concluyendo que

mejoran las habilidades de aprendizaje espacial .

Por tanto, los resultados obtenidos en el ensayo de entrenamiento y/o aprendizaje
comparados con el estudio de Cuyan demuestran que la administracién del extracto
etanolico de las hojas de Aloysia triphylla de la misma orden de Lamiales que Salvia
hispanica L. mejoran los parametros de aprendizaje espacial expresado en tiempo en

segundos.
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En la tabla 2, los resultados se muestran los tiempos de permanencia o prueba de
memoria espacial en los especimenes Rattus rattus albinus. Al realizar el analisis de
ANOVA en los grupos experimentales se encontré que se rechaza la igualdad de los
tiempos de permanencia en los grupos estudiados, encontrdndose diferencia

estadistica significativa (p<0.05).

Se puede observar en esos resultados que el grupo de 500 mg de extracto etanolico de
las hojas de Aloysia triphylla. (Cedron) presenta un tiempo de latencia mucho mayor
13 + 0.87, en comparacion con el grupo experimental 1 presento un tiempo menor
12,6 £ 1.0, esto indica que este grupo experimental 2 a dosis de 500mg/Kg mejoro la

funcidn cognitiva de memoria espacial.

Segun el estudio de Mojgan en el 2014 realiz6 la investigacion en donde se determind
los efectos de mejora de rendimiento en memoria espacial, donde se administr6
500mg/Kg del extracto acuoso de verbena de limon o cedrén. Concluyendo que

mejoran las habilidades de memoria espacial 2,

En la tabla 3, se observa mediante la prueba de Tukey, comparaciones multiples de
los resultados de pardmetros de aprendizaje y memoria espacial, entre los grupos
control, experimental 1 y experimental 2., mostrando un nivel de significan menos a

p<0.05.

De manera general, se concluye que los tratamientos in vivo con el extracto etanélico
de las hojas de Aloysia triphylla. (Cedron) a dosis de 500mg/Kg mejoran los

parametros de aprendizaje y memoria.
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Esto es debido a que la Aloysia triphylla. (Cedron) contiene terpenos de mucha
importancia como el alfa - pineno, ya ejerce una accion muy importante en la
inhibicion de la degradacion de la acetilcolina en el espacio sinaptico, conocida como
accion parasimapaticomeética, ya que son capaces de contrarrestar el déficit cerebral
de Acetilcolina que caracteriza a la Enfermedad de Alzheimer. Se favorece con ello el
aumento de los niveles de Acetilcolina en la hendidura y los efectos del
neurotransmisor, que mejoran las funciones cognitivas en este caso la memoria y

aprendizaje @,
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V.

CONCLUSIONES

Conclusiones

2
L ¥4

El extracto etanolico de las hojas de Aloysia triphylla (Cedron) mejoré la memoria
y aprendizaje espacial en Rattus rattus. var albinus con neurotoxicidad inducida
con Tetracloruro de Carbono.

El extracto etandlico de las hojas de Aloysia triphylla. (Cedrén) en dosis de
500mg/Kg mejoro la memoria segun los tiempos de permanencia.

El extracto etandlico de las hojas de Aloysia triphylla. (Cedron) a dosis de

500mg/Kg mejord el aprendizaje segun los tiempos de entrenamiento.

ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

Recomendaciones

<,

Tener presente esta investigacion del efecto del extracto etandlico de las hojas de

Aloysia triphylla (Cedrén) como terapia alternativa para mejorar el aprendizaje y
la memoria, ya que presenta interés nutricional por su contenido en terpenos como
el alfa — pineno.

Realizar nuevos estudios fitoquimicos para cuantificar los componentes presentes

en las hojas de Aloysia triphylla e investigar nuevas propiedades.
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ANEXOS

Cuadro 1: Tiempo de entrenamiento en segundos grupo

aprendizaje y memoria en Rattus rattus var albinus.

control para medir

GRUPO CONTROL: ENTRENAMIENTO (APRENDIZAJE)

N° Rata

R1
R2
R3
R4
R5
R6

INICIAL MORRIS

92
98
85
85
90
86

112
118
99
105
110
106

FINAL MORRIS

PERMANENCIA
(MEMORIA)

10
12

11

Fuente: Datos proporcionados por el autor.

Cuadro 2: Tiempo de entrenamiento en segundos grupo problema 1 para medir

aprendizaje y memoria en Rattus rattus var albinus.

GRUPO

PROBLEMA1:

DOSIS 250Mg
N°RATA

R1
R2
R3
R4
R5
R6

LATENCIA ESCAPE O ENTRENAMIENTO

INICIAL MORRIS

136
142
144
135
135
136

(APRENDIZAJE)

164
151
168
183
187
184

FINAL MORRIS

PERMANENCIA
(MEMORIA)

TIEMPO FINAL

13”7
13”
13”
15”
14”
16”

Fuente: Datos proporcionados por el autor.
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Cuadro 3: Tiempo de latencia en segundos para medir aprendizaje y memoria en

Rattus rattus va albinus.

GRUPO LATENCIA ESCAPE O ENTRENAMIENTO PERMANENCIA
PROBLEMA 2: (APRENDIZAJE) (MEMORIA)
DOSIS 500Mg
NORATA INICIAL MORRIS FINAL MORRIS TIEMPO FINAL
R1 124 108 15”
R2 126 142 14”
R3 122 111 16”
R4 117 154 147
R5 113 145 15”
R6 133 139 13”

Fuente: Datos proporcionados por el autor.

Cuadro 4: Prueba Anova Unifactorial para encontrar la significancia de los grupos

de estudio.

ANOVA

F Sig.

MORRIS Inter-grupos 36.776 .000
Intra-grupos
Total
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Cuadro 5: prueba de comparaciones multiples de Tukey para los grupos antes y

despues
Comparaciones multiples
HSD de Tukey

Variable dependiente (1) GRUPOS (J) GRUPOS Sig.
MORRIS INICIAL-CN FINAL-CN 031
FINAL-CP .000
FINAL - EXP .000
INICIAL - CP FINAL-CP .000
FINAL - EXP 981
INICIAL-EXP FINAL - EXP 589
FINAL-CN FINAL-CP .000
FINAL - EXP .002
FINAL-CP FINAL - EXP .000

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Anexo 1: Fotografia de la Ubicacion de la Planta Aloysia triphylla (Cedrén)

Huantsan o

Huaraz

Macashca
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Anexo 3: Certificado de determinacidn taxonémica de la planta Aloysia triphylla

(cedron)

Fuente: Alumno Investigador.
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Anexo 4: fotografia de proceso de seleccion de las mejores hojas de cedrdon para

la investigacion.

Fuente: Alumno Investigador

Anexo 5: fotografia de extraccion etandlica de las hojas de Aloysia triphylla

(Cedron)

Fuente: Alumno Investigador
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Anexo 6: Fotografia del extracto de las hojas de Aloysia priphylla (Cedrén).

Fuente: Alumno Investigador

Anexo 7: Fotografia de los grupos de experimentacion

Fuente: Alumno Investigador
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Anexo 8: Control del peso de los animales

Fuente: Alumno Investigador

Anexo 9: Fotografia de la piscina de Morris

Fuente: Alumno Investigador
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Anexo 10: Fotografia de registro de tiempo de latencia del ensayo de
entrenamiento o aprendizaje espacial en Rattus rattus albinus, en el laberinto

acuatico de Morris.

Fuente: Alumno Investigador
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Anexo 11: Resultados prueba piloto

Cuadro 06: tiempos de entrenamiento y permanencia de los grupos de experimentacion —

prueba piloto

GRUPO 1: 125mg/Kg APRENDIZAJE MEMORIA
RATAS N2 ENSAYOS EN DIA-1 DIA-2 DIA-3 DIA-4
CUADRAQNTES

AMARILLO | 60 60 60 2
Il 18 30 60 0
1] 55 18 60 4
\Y 35 26 23 7

PROMEDIOS 42 33.5 50.75 3.25
VERDE | 55 60 60 8
OSCURO I 60 60 60 8
1] 60 60 60 0
\Y 60 60 40 13

PROMEDIOS 58.75 60 55 7.25
MARRON | 10 17 60 10
Il 60 60 60 5
I 60 26 16 4
\Y 60 60 55 14

PROMEDIOS 47.5 40.75 47.75 8.25
VERDE | 60 21 60 9
CLARO Il 60 12 60 6
1] 32 19 60 7
\Y 4 10 60 3

PROMEDIOS 39 15.5 60 6.25
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GRUPO 2: 250mg/Kg APRENDIZAJE MEMORIA
RATAS Ne ENSAYOS EN DIA-1 DIA-2 DIA-3 DIA-4
CUADRAQNTES

AMARILLO | 60 15 60 15
I 60 7 60 7

I 37 11 35 14

\Y; 33 44 44 10

PROMEDIOS 47.5 19.25 49.75 11.5

VERDE | 28 60 44 2
OSCURO I 31 55 18 2
1] 60 4 10 2

\Y; 19 4 8 2

PROMEDIOS 345 30.75 20 2
MARRON | 60 60 60 5
I 60 52 60 11

1 7 3 60 7

\Y 32 2 28 11

PROMEDIOS 39.75 29.25 52 8.5
VERDE | 60 46 60 1
CLARO I 53 18 35 6
1] 23 38 20 3

\Y 3 60 45 4

PROMEDIOS 34.75 40.5 40 3.5

-49 -




GRUPO 3: 500mg/Kg APRENDIZAJE MEMORIA
RATAS Ne EbévaYOS DIA-1 DIA-2 DIA-3 DIA-4
CUADRAQNTES
AMARILLO | 60 13 60 6
Il 60 9 10 9
1] 20 25 28 5
\Y 60 17 7 10
PROMEDIOS 50 16 26.25 7.5
VERDE | 60 22 37 2
OSCURO I 48 53 60 7
1] 16 4 60 5
\Y 29 7 13 5
PROMEDIOS 38.25 215 425 4.75
MARRON | 60 18 60 5
Il 49 60 60 2
1] 7 7 44 4
\Y 59 4 26 4
PROMEDIOS 43.75 22.25 47.5 3.75
VERDE | 60 28 54 6
CLARO I 22 8 37 1
1l 17 53 3 6
\Y 4 9 60 2
PROMEDIOS 25.75 24.5 38.5 3.75
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