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5. RESUMEN

El presente trabajo fue de tipo experimental, nivel explicativo enfoque cuantitativo,
tuvo como objetivo evaluar el efecto ansiolitico del extracto acuoso de las hojas de
Verbena officinalis (verbena) en Rattus rattus var. albinus. Se us6 30 especimenes
(Rattus rattus var. albinus), divididos en 5 grupos, se generé ansiedad experimental,
utilizando el método de exposicidn a estrés previo (nado forzado). El extracto acuoso
de las hojas de Verbena officinalis (verbena), fue administrado al grupo experimental
01 a una dosis de 150mg/kg pc y grupo experimental 02 una dosis de 300mg/kg pc por
via oral usando una sonda orogéstrica durante 07 dias, al grupo estandar se administrd
diazepam a una dosis de 50 mg/kg pc por via intraperitoneal en dosis Unica. El efecto
ansiolitico se determind utilizando el test de Laberinto en Cruz Elevada a través de la
cuantificacion del nimero de ingresos a los brazos abiertos y el tiempo de permanencia
en ellos. Los resultados fueron sometidos a la prueba T- STUDENT y ANOVA. La
concentracion de 150mg/kg reporté un promedio de NI= 8.89+0.19 y el
TP(segundos) 23.86+0.66 teniendo una significancia de valor P = 0.000 en
concentraciones de 300mg/kg reportd un promedio de NI= 7.14+0.17 y el TP
(segundo) 41.50+0.51 teniendo una significancia de valor P=0.000 Se concluye que el
extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis (verbena), presenta efecto

ansiolitico, en Rattus rattus var. albinus.

Palabras claves: Ansiedad, efecto ansiolitico, extracto acuoso, Verbena offcinalis
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ABSTRACT

The present work was experimental, explanatory level, quantitative approach, aimed
at evaluating the anxiolytic effect of the aqueous extract of the leaves of Verbena
officinalis (verbena) in Rattus rattus var. albinus. 30 specimens (Rattus rattus var.
Albinus) were used, divided into 5 groups, experimental anxiety was generated, using
the method of exposure to previous stress (forced swimming). The aqueous extract of
the leaves of Verbena officinalis (verbena) was administered to experimental group 01
at a dose of 150mg / kg bw and experimental group 02 a dose of 300mg / kg bw by
oral route using an orogastric tube for 07 days, at In the standard group, diazepam was
administered at a dose of 50 mg / kg bw intraperitoneally in a single dose. The
anxiolytic effect was determined using the Elevated Cross Maze test through the
quantification of the number of admissions to the open arms and the time spent in
them. The results were subjected to the T-STUDENT and ANOVA test. The
concentration of 150mg / kg reported an average of NI = 8.89 + 0.19 and the TP
(seconds) 23.86 * 0.66 having a significance of P value = 0.000 in concentrations of
300mg / kg reported an average of NI =7.14 £ 0.17 and the TP (second) 41.50 £+ 0.51
having a significance of value P = 0.000 It is concluded that the aqueous extract of the
leaves of Verbena officinalis (verbena), presents anxiolytic effect, in Rattus rattus var.

albinus.

Keywords: Anxiety, anxiolytic effect, aqueous extract, Verbena offcinalis.
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I. INTRODUCCION

Desde que exista la humanidad como tal se ha hecho uso de plantas con fines
medicinales en la busqueda del tratamiento y el alivio de la enfermedad y evitar la
muerte el mayor tiempo posible; a pesar de todo el desarrollo tecnoldgico orientado a
la creacion de nuevos farmacos: el uso de plantas medicinales sigue siendo tan (til
como en los albores de los tiempos, es por esto que la adquisicion de conocimientos

con enfoque cientifico resultan sumamente importante para lograr la cura de diferentes

1)
enfermedades

Las plantas medicinales han formado parte importante de la historia y cultura de los
pueblos indigenas el uso y aplicaciones para el remedio de enfermedades, constituye
un conocimiento que se trasmite en forma oral de generacién en generacion las Plantas
medicinales, son las que contienen los componentes activos, estos aplicados en la dosis
adecuada, ocasionan un efecto terapéutico a muchas de las enfermedades que sufren

de los seres vivos el hecho de estar constituidas de un principio activo les brinda la

capacidad que puedan servir para tratar diferentes afecciones o trastornos @

La ansiedad un estado emocional desagradable, cuyos origenes no son faciles de
identificar. Acompafado frecuentemente de sintomas fisioldgicos que pueden
conducir a la fatiga o al agotamiento. La intensidad de la ansiedad tiene varias

gradaciones, partiendo de escrupulos menores hacia temblores perceptibles y aun

L. . . @)
panico completo, la forma mas extrema de ansiedad
Gracias a la gran cantidad de descubrimientos cientificos dados desde mitad del siglo
XX, ha sido posible contar con farmacos que posean una accion mas selectiva en la

ansiedad diagnosticada como patolégica, estos conocimientos han permitido el



mejoramiento significativo de la calidad de vida que tienen los pacientes con

L @)
enfermedades psiquiatricas

Sin embargo, seguido al gran entusiasmo inicial, la medicina basada en evidencia se
ha enfrentado a muchas desilusiones. Aproximadamente dos tercios de los pacientes

ansiosos responden a los tratamientos disponibles en la actualidad, aunque la magnitud

de la mejoria no siempre es satisfactoria @,

Cuando la ansiedad se torna patoldgica se convierte en un trastorno psiquiatrico que
afecta a personas en un rango amplio de edad; es por esto que en los Gltimos afios se
ha observado un incremento en el consumo de medicamentos ansioliticos de pacientes
jovenes y pacientes adultos mayores. Es bien conocido que el uso de este tipo de
medicamentos se asocia a una multitud de efectos adversos, como por ejemplo efectos
anticolinérgicos (vision borrosa, sequedad de boca, estrefiimiento, agitacion, retencion
urinaria, confusion), cardiovasculares (taquicardia, hipotension ortostéatica, arritmias)

e incremento de peso entre otros por qué se hace necesario la investigacion de nuevos

A . ®)
productos que complemente los efectos terapéuticos y reduzcan los toxicos

El uso de modelos de experimentacion animal ha permitido tener un método de
tamizaje de plantas con eficacia potencial y relativa seguridad, ademas permite

verificar cientificamente lo que ya se conoce en medicina popular sobre estos

productos y sus usos ©

Los principios activos y el gran nimero de ellos que se pueden conseguir a partir de
plantas medicinales se originan del metabolismo secundario de éstas. Se hallan en las
drogas en escasamente un porcentaje superior al 1%, debido a esto son consideradas

moléculas de poca cantidad e incluidas dentro de las plantas junto con otras moléculas,



. (7
con estructuras moleculares relacionadas

Con respecto a la fitoterapia, la accion farmacologica de una establecida planta
medicinal se explica directamentepor la dependencia de varios principios activos; y no
solamente de metabolitos aislados, ya que pueden existir ssinergismo entre ellos, de

tal modo que por lo general resulta mas adecuado la accion de toda la planta que la de

) .. (8.10)
un establecido metabolito :

Los constituyentes ansioliticos que se aceptan en un ambiente social provocan alivio,
equilibrio e incluso placer a la gran mayoria de personas. Sin embargo, los excesivos
usos de éstas podrian afectar también de manera nociva la vida del individuo; si es que
su consumo se vuelve desordenado y compulsivo terminando en una dependencia

fisica de la sustancia, o la aparicion de efectos toxicos adversos que podrian llegar

. .
incluso a la muerte por sobredosis ™

Teniendo en cuenta estas dificultades provocadas por los farmacos ansioliticos de
procedencia sintética, usar la fitoterapia puede aportar una gran variedad de preparados
con base en plantas medicinales y debido a los principios activos que poseen, son de

utilidad en el tratamiento de la ansiedad produciendo menor cantidad de efectos

. . , 9
secundarios y una eficacia, comparada con los farmacos
El uso de plantas en el campo de la psiquiatria esta obteniendo gran aceptacion debido
a la gran cantidad de ensayos que podrian demostrar su eficacia, este hecho impulsa a

que las personas continten con el consumo de preparados caseros a base de plantas

. (10).
como una alternativa



Una opcidn es la Verbena officinalis (verbena) por ser conocida y empleada como
materia prima en su elaboracion de Fito medicamentos por su actividad en la

disminucion de la ansiedad, Este ha sido la razén para que la familia de las verbenaceae

] , )]
sea de interés de estudio.

Por consiguiente, cabe referir que la importancia de este tipo de investigacion no solo
establece en la aportacién de entendimiento cientifico, sino que a la vez permite
favorecer el uso de plantas terapéuticas de una forma eficaz en provecho, enmarcados

en los lineamientos de una mejora en la salud intelectual de las personas 9.

Por tal motivo como estudiante de la Carrera Profesional de Farmacia y Bioguimica,
enfocado al area de investigacion se decidié evaluar el efecto ansiolitico del extracto
acuoso de las hojas de Verbena officinalis (verbena) en Rattus rattus variedad albinus,
por ser un tema que esta tomando mucho interés en la actualidad y por contar con las
herramientas necesarias para poder obtener resultados objetivos sin dejar de lado la
parte legal y ética del empleo de especimenes del género Rattus rattus variedad

albinus.

Frente a lo expuesto se planted la siguiente interrogante de investigacion:
¢Presentara efecto ansiolitico el extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis

(verbena) en Rattus rattus var.albinus?



Objetivo General
Evaluar el efecto ansiolitico del extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis

(verbena) en Rattus rattus var. Albinus en el laberinto de la cruz elevada.

Objetivos Especificos
Determinar el efecto ansiolitico del extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis

(verbena) a 150mg/kg y 300mg/kg en Rattus rattus var. Albinus.

Comparar el efecto ansiolitico del extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis

(verbena) frente al farmaco diazepam.

Comparar el efecto ansiolitico del extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis

(verbena) a 150mg/kg y 300mg/kg en Rattus rattus var. albinus



I1.

REVISION DE LA LITERATURA

2.1ANTECEDENTES

Talha et al, en la India en el 2015, en su investigacion de Antidepressant activity of
methanolic extract of verbena officinalis linn. lant in mice el objetivo fue investigar la
actividad antidepresiva del extracto metandlico de hojas de Verbena officinalis
Linn.®D

El presente estudio evalla la actividad antidepresiva de MEVO en ratones usando la
prueba de suspension de la cola (TST) y la prueba de natacién forzada (FST) Su
influencia en la actividad locomotora espontanea (SLMA) también se estudio en
ratones. EI MEVO (100 mg / kg, p.o. y 200 mg / kg, p.o.) fue administrado por via oral
en TST, FST y SLMA durante 7 dias sucesivos en grupos separados de ratones suizos
El extracto a 100 y 200 mg / kg, p.o. fueron capaces de disminuir el tiempo de
inmovilidad de los ratones dependiente de la dosis cuando se los sometié a ambas
colas. Las pruebas de suspension y natacion forzada y los efectos son comparables a
los del grupo de control. Estos resultados demostraron que MEVO tenia
especificamente efectos antidepresivos ¢

Se concluye que EIl presente estudio sugirié que el extracto metanolico de Verbena
officinalis linn si poseia posibles efectos antidepresivos que podrian ser de interés

terapéutico



Abuhamdah, en Inglaterra en el 2008,en busqueda de explicar la participacion de los
receptores GABA y NMDA después de la administracion de Verbena Officinalis
(verbena) investigaron, en ‘“Pharmacological profile of an essential oil derived from
Verbena officinalis with anti-agitation properties: focus on ligand- gated channels” un
estudio que tiene como objetivo demostrar la participacion de los receptores GABA,
NMDA vy nicotinicos, implicados en la génesis de la ansiedad y la interaccién de los
compuestos del aceite esencial de Verbena officinalis, describiendo el método

electrofisiologico union doble de radioligando , centrandose en una serie de canales

12
iGnicos activados por ligando 2,
Verbena officinalis (verbena) inhibi6 la union de t-butilbiciclofosforotionato en el
encéfalo de rata al canal receptor GABA acido gamma-aminobutirico (0.040 +/- 0.001

mg/ml), ademas tuvo efecto sobre NMDA (alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

. . L . . (19
isoxazolpropionato AMPA) y los receptores nicotinicos de acetilcolina =
Concluyendo que Verbena officinalis (verbena) provocd una reduccion significativa
dependiente tanto en la transmisioninhibitoria y excitatoria, con un efecto depresor

sobre la neurotransmision @2,

Pereira, en Brasil en el 2005; al realizar estudios acerca dela composicion quimica de
muchas plantas a las cuales se les atribuye propiedades como coadyudantes de muchas
enfermedades investigd en “Neurobehavioral and genotoxic aspects of rosmarinic
acid” acerca del acido rosmarinico, que es un compuesto hidroxilado de origen natural.
Esta presente en muchas plantas, por ejemplo, se produce en Artemisia capillaris,

Verbena officinalis (verbena), Salvia officinalis %),



El objetivo de este estudio fue investigar el efecto de la administracion intraperitoneal
de &cido rosmarinico (1, 2, 4 y 8 mg/ kg) en la prueba de, elevada- laberinto, el paso
de la evitacion a la tarea de campo abierto en ratas.Se evalud su efecto genotdxico, en
el tejido cerebral utilizando el ensayo de genotoxicidad. EIl acido rosmarinico (2 y 4
mg kg) evidencio, en la correspondiente prueba, una actividad similar a la ansiolitica,
cuando se utiliza en dosis bajas, sin afectar a la memoria a corto plazo (STM) y la
memoria a largo plazo (LTM) @3,

Concluyendo que 8 mg/Kg de este acido era suficiente para aumentar la motivacion y
lalocomocidn de los animales, pero no 1, 2 0 4 mg/kg, lo que sugiere que en dosis bajas,
este compuesto puede producir un efecto de tipo ansiolitico sin ejercer alteraciones

locomotoras o dafio del ADN en el tejido cerebral @2,

Aoshima et al, en Japdn en el 1999, realizaron estudios acerca de la potenciacion de
los receptores GABA expuestos a estimulos como la aromaterapia, en “Potentiation of
GABA A receptors expressed in Xenopus 10 oocytes by perfume and phytoncid” cuyo
objetivo es demostrar la interaccién de muchos compuestos entre ellos Citral que se
encuentra presente en Verbena officinalis (verbena) interactta con el receptor GABA,
utilizando métodos de mediciones electrofisiologicas de cerebros de ratas. Para
estudiar los efectos de perfume sobre los receptores GABA, los receptores
ionotropicos GABA A presentes en Xenopus. Fueron mediante la inyeccion de ARNm

en cerebro de rata ),

Estos resultados concluyen y sugieren la posibilidad de que la exposicion a perfume o
phytoncid través de los pulmones y la piel, modula la transmision neuronal en el

cerebro a través de receptores ionotropicos GABA-A y cambia la estructura de la



mente humana, como lo hace el alcohol o tabaco 4.

Salah et al, en Dimarca en el 2005, con sus estudios in vitro, que han evidenciado que
Verbena officinalis (verbena), es un débil inhibidor de la acetilcolinesterasa y tiene
una afinidad moderada al receptor de benzodiazepina GABA-A en “Screening of
traditionally used Lebanese herbs for neurological. 11 extractos de acetato de etilo
de Salvia triloba, Lavandula officinalis, Origanum y Artemisia herbaalba syriacum.
se exhibe débil actividad de la acetilcolinesterasa en el ensayo. Ninguna de las plantas
estaba activa en el ensayo de transportador de serotonina. Un extracto etandlico de
Artemisia herba-alba tenia buena afinidad para el sitio receptor GABAA-
benzodiazepina; extractos etanodlicos de Verbena officinalis (verbena) y Salvia triloba
tenian actividad moderada. Concluyendo que el extracto etandlico de Verbena

officinalis(verbena) posee afinidad moderada sobre los receptores gaba .

Kennedy, en Inglaterra en el 2002, al realizar una investigacion en bdsqueda de
evidenciar la accién de mejoria de los estados cognitivos después de la administracién
del extracto de Verbena officinalis (verbena), en “Modulation of mood and cognitive
performance following acute administration of Verbena officinalis verbena), (lemon
balm)” un estudio clinico, cuyo objetivo es demostrar la mejora de los estados
cognitivos en individuos después de la administracion del extracto en estudio;
utilizando un método doble ciego cruzado aleatorizado que incluyé a 20 voluntarios
jovenes sanos (9),

En este estudio, el tratamiento con la dosis mas baja (300 mg) aumentd autopercepcion

de 'calma’ en 1 hora, mientras que las dosis de 600 mg y 900 mg, produjo efectos



significativos en el desempefio de tareas de memoria, observables en ambos 2,5 horas
y 4 horas después de la administracion. Se encontrd que la dosis probada mas alta (900
mg) es capaz de reducir significativamente el estado de alerta dentro de 1 hora, lo que
sugiere un efecto de dosis-respuesta 9.

Concluyendo, que el desplazamiento por parte del extracto de Verbena officinalis
(verbena), fueron considerablemente alentadores ya que las curvas de desplazamiento
fueron comparadas con el cloruro de carbamilcolina un analogo de la acetilcolina y
esto se deberia a la participacion de la colina un ligando nicotinico que ademas se
encontré en proporciones considerables en el extracto de Verbena officinalis

(verbena) 19,

2.2 BASES TEORICAS

Fitoterapia

La Fitoterapia es la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal
con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar o para curar un estado
patoldgico, las plantas medicinales se utilizan desde muchos afios atrds para tratar
diversos problemas de salud. A la vez gran parte de los farmacos, se investigan y se
sintetizan a partir de plantas medicinales, que la tradicion ancestral ha difundido a

través de sus remedios caseros (2,

Plantas medicinales
Hace referencia a las hojas, corteza, raices, polen, pétalos, semillas, frutos, y tallos de
arboles, arbustos, algas, hongos, hierbas que comprenden el estudio y la comprensién

de todas las posibles aplicaciones de las especies vegetales, existen plantas medicinales

10



que ayudan a mejorar las diversas funciones de nuestro cuerpo y gozar de  buena
salud (9),

Droga Vegetal

Son aquellas partes de una planta que posee una gran o menor cantidad o varios de los
principios activos que se extraen de las hojas, tallos, frutos, raices, flores, semillas. Las
hojas son ricas en heterosidos y alcaloides, el tallo es una via entre las raices y las hojas
sin embargo pueden llegar a tener principios activos en la corteza. Las raices extraen
aguay sales minerales del suelo y lo bombea hacia las hojas, puede acumular a menudo

azucares otras veces vitaminas y alcaloides, la flor puede ser rica en pigmentos 7).

Principio Activo

Es la parte de las plantas medicinales que poseen accion farmacologica los cuales
pueden ser obtenidos a partir de una droga vegetal, con el fin de generar una accion
sobre el organismo, los cuales se pueden clasificar en metabolitos primarios y

secundarios 19,

Extracto Acuoso

Es el producto adquirido a partir de materia prima desecada de origen vegetal, por
maceracion o percolacién en contacto con agua como disolvente, tiene un olor
caracteristico segun el tipo de método de extraccion utilizado, Estos procesos pueden
ser sometidos a determinadas operaciones para eliminar algunos de sus componentes

y asi mejorar notablemente la calidad del producto deseado 5.

Diazepam
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El diazepam es una benzodiazepina que ejerce efectos ansioliticos, sedantes, relajantes
musculares, anticonvulsivos y amnésicos, Se cree que la mayoria de estos efectos son
el resultado de la facilitacion de la accion del acido gamma aminobutirico (GABA),
un neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso central. El diazepam es un
tranquilizante benzodiazepinico con propiedades anticonvulsivas, sedantes, relajantes
musculares y amnésicas. Las benzodiazepinas, como el diazepam, se unen a receptores
en varias regiones del cerebro y la médula espinal. Esta union aumenta los efectos
inhibidores del acido gamma-aminobutirico (GABA), las funciones de los GABA
incluyen la participacion del SNC en la induccién del suefio. También interviene en el
control de la hipnosis, la memoria, la ansiedad, la epilepsia y la excitabilidad

neuronal 1213),

Verbena officinalis (verbena)

Verbena officinalis (verbena), verbena comdn, es ocasionalmente cultivada como una
planta ornamental, pero quizds mas a menudo para las poderosas propiedades que
algunos herbolarios le atribuyen. La propagacion es por estacas de raiz o semilla. Esta
ampliamente naturalizado 7.

Fuera de su gama nativa, por ejemplo, en América. También se conoce como la alegria
mas simple o la hierba santa, 0 mas ambiguamente como "planta de mosquito" o

"hisopo silvestre", se ha utilizado en la medicina tradicional austriaca 9.

TAXONOMIA

CCOYLLO, menciona la siguiente taxonomia de Verbena officinalis (verbena) %
Reino: Plantae

Subreino: tracheobionta
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Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida.
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Verbenaceae

Género: Verbena

Especie: Verbena officinalis

HABITAT

Es una planta perenne, de terrenos silvestres, que crece en un tamafio de 100 cm 0 més
de altura. Posee un tallo erecto, obtuso, cuadrangular y muy ramificado. Sus hojas son
opuestas, pecioladas, rudas, lanceoladas y con I6bulos profundos. Las flores son de
color azul purpura o lila claro y se agrupan en espigas. Toda la planta y especialmente

su latex tienen un sabor intensamente amargo 9.

DESCRIPCION BOTANICA

Es una planta perenne, de terrenos silvestres, que crece en un tamafio de 100 cm 0 méas
de altura. Posee un tallo erecto, obtuso, cuadrangular y muy ramificado. Sus hojas son
opuestas, pecioladas, rudas, lanceoladas y con Iébulos profundos. Las flores son de
color azul purpura o lila claro y se agrupan en espigas. Toda la planta y especialmente

su latex tienen un sabor intensamente amargo .
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COMPOSICION QUIMICA

Verbena officinalis (verbena), posee metabolitos como glucoésidos, terpenoides,
mucilagos, saponinas, acido caféico, taninos y aceites esenciales como el citral y el

geraniol @2,

PROPIEDADES MEDICINALES

Puede estimular al sistema parasimpatico debido a la presencia del metabolito
verbenalol disminuyendo la frecuencia y fuerza del latido cardiaco, aumenta también
el peristaltismo del intestino. Es utilizada para tratar problemas de suefio originados
por estados +

por su actividad antineuralgica 3.

Los metabolitos conocidos como mucilagos pueden disminuir la inflamacion ademés
de esto tiene capacidad demulcente es decir suaviza, relaja, también protege la piel y

mucosas 3

Entre los metabolitos identificados en esta planta se encuentra el verbenalol que es una
molécula glucosidica que posee efectos como vasodilatador renal, antitérmicos,

parasimpaticos y uterotonico ?).

TOXICIDAD:

El extracto de Verbena officinalis (verbena), pueden tener una cierta actividad
hipotiroidea pues posee la capacidad de bloguear la accion de determinadas hormonas
implicadas en el normal funcionamiento de la glandula tiroidea. No puede ser usada

en gestantes porque el metabolito verbenalosido (que es un heterdsido irioideo
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hidrolizable en verbenalol) llegando a poseer efecto uterotonico y obstaculizar las

contracciones caracteristicas del parto 9

Otro metabolito que podria causar efectos toxicos es la verbenalina que puede producir
una respuesta espastica en el Sistema Nervioso Central, causando la aparicion de

estupor y convulsiones 9,

ANSIEDAD

Consiste en una emocion normal pudiendo convertirse en un trastorno psicolégico,
este va a depender de la intensidad y de su impacto sobre la actividad diaria del

individuo @22,

En condiciones fisiologicas la ansiedad es uno de los impulsos esenciales motivadores

para el individuo a realizar sus funciones y enfrentarse a nuevas situaciones ¢>2324),

Se considera que en los trastornos de ansiedad interviene cierta predisposicion
bioldgica o vulnerabilidad, que puede tener una base genética o haber sido adquirida

en las experiencias de los primeros afios de vida (?°2122),

La manera en que los acontecimientos y el medio ambiente impacten en un cerebro

bien o mal configurado podria conducir a la aparicion de ansiedad patolégica ?%
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1. HIPOTESIS

3.1 Hipotesis Alternativa:

El extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis (verbena) presenta efecto

ansiolitico en Rattus rattus var. albinus.

3.2 Hipotesis Nula

El extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis (verbena) no presenta efecto

ansiolitico en Rattus rattus var. albinus.
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IV. METODOLOGIA

El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental de nivel explicativo

enfoque cuantitativo.

4.1Disefio de la Investigacion

Se realiz6 un estudio experimental “in vivo” considerando 05 grupos de control y
grupos de experimentacion.

Para el estudio se utilizé el Extracto Acuoso de las hojas de Verbena Officinalis
(VERBENA) y 30 especimenes de la linea en Rattus rattus var. albinus

Distribucion de los animales de experimentacion

Los animales seran identificados para cada grupo de la siguiente manera.

Figura 1: Disefio clasico de estimulo creciente para Extracto Acuoso de las hojas de

Verbena Officinalis (VERBENA)

sin estimulo . i’l;lucilﬂ&l de » Lahberinto de Cruz
S18 elevada

Grupo I: Control Negativo
Tratamiento I'5mlke S5 F v.o

Nado forzadg » Laberinto de Cruz

_ Induccién de elevada
Tratamiento IT:5mlkg 55.F v.o Ansiedad

sin estimulo

Grupo II: Control positivo

Estimmlo )
Grupo II: Contrel Estindar . _ > Nado forzadol o Labermto de Cruz
Tratamiento Diazepam Induccién de elevada
50 me'ke ne V.IP Arnsiedad
Grupo TV: EXPRIM 01 Estimulo X , adoforzado , Laberinto de Cruz
Tratamiento E A Ferbena Induccin de elevada
gfficinaiis (verbena) Ansiedad
150mg/kg pc v.o
i 2 Nado forzado
Grupo V: EXPRIM 02 Estimulo X2 . » —» Laherinto de Cruz
Tratamiento E.A Ferbena .. elevada
gfficinalis (verbena) Induccion de
300mgkg pc v.o Anstedad
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Leyenda:
e Sin estimulo: tratados con tratados con 5ml/Kg peso de solucion salina
fisioldgica, administrado atreves de sonda.
e Estimulo x: tratados con extracto acuoso de Verbena officinalis (verbena)
en dosis de 150 mg/kg de peso corporal, administrado atreves de sonda
orogastrica.
e Estimulo 2x: tratados con extracto acuoso de Verbena officinalis (verbena) en

dosis de 300 mg/kg de peso corporal, administrado atreves de sonda orogastrica

El periodo de administracion del Extracto Acuoso de las hojas de verbena officinalis

(VERBENA) fue de 7 dias consecutivos en el horario de 8.00 AM y 11.00 AM
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4.3 Poblacion y Muestra

Poblacion: Estuvo formado por las plantas de Verbena officinalis (verbena) cultivada
en el centro poblado de Naranjillo Distrito de Nueva Cajamarca Provincia de Rioja
departamento de San Martin.

Muestra:

Conformadas por las hojas de Verbena officinalis (verbena) cultivada en el centro
poblado de Naranjillo Distrito de Nueva Cajamarca Provincia de Rioja departamento
de San Martin.

Criterios de inclusion:

o Especies vegetales frescas, libres de impurezas y sin contaminacion

o Hojas de Verbena officinalis (verbena) con buenas caracteristicas
organolépticas.

Criterios de exclusion

o Especies vegetales que hayan sigo fumigadas antes de la recoleccion.

o Hojas marchitas y contaminadas

Poblacion Biologica

El espécimen de experimentacion estuvo formado por 30 animales de
experimentacion (Rattus rattus var.albinus).

Procedencia

Los animales fueron adquiridos en el Bioterio de la Universidad Cayetano Heredia
cumpliendo con los requisitos de bioseguridad en el manejo de animales de

experimentacion.
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Aclimatacion.
Los animales de experimentacion se aclimataron en ciclos luz - oscuridad de 12 horas.
Por un periodo de 7 dias. A temperatura de aproximadamente 22°C en el lugar de

aclimatacion.
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4.3 Definicion y Operacionalizacion de las variables.

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADORES ESCALA DE MEDICION
CONCEPTUAL OPERACIONAL
INDEPENDIENTE Mezcla compleja de | Se utiliz6 cémo técnica de | Dosis

Extracto Acuoso de las

compuestos con actividad
farmacoldgica formada por
con un principio activo (con

extracto acuoso de

hojas de

officinalis (verbena)

las

Verbena

Grupo Experimental 1:
150mg/Kg del extracto

Cuantitativa nominal

HO.Ja.S _de Verbena la supuesta actividad) dentro acuoso de las hojas de
officinalis (verbena) q . . R
g una matriz, obtenido verbena officinalis
utilizando el agua como (verbena)
solvente Grupo Experimental 2:
300mg/Kg del extracto
acuoso de las hojas de
verbena officinalis
(verbena)
DEPENDIENTE Accion  depresora  del | Se evalu6 midiendo el

Efecto ansiolitico
en Rattus rattus
var albinus

sistema nervioso central,
destinado a disminuir o
eliminar los sintomas de la
ansiedad  sin  producir
sedacién o suefio

numero de entradas y el
tiempo de permanencia

de los
experimentacion

animales

de

Test del laberinto Cruz
elevada

Cuantitativa de razon

Fuente: Realizado por la alumna investigadora
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4.4 Técnicas e instrumentos

Preparacion del Extracto acuoso de Verbena officinalis (verbena) segin el método
de Lai et Al @)

Para la preparacion del extracto acuoso de Verbena officinalis (Verbena) se utilizé solo
hojas en buen estado de presentacion-saludables, luego fuéron lavadas con agua
destilada, se desengraso con alcohol al 95% durante 3 dias y luego fueron secadas a
temperatura ambiente, posteriormente se molieron y tamizaron.

Una cantidad de 2509 de Verbena officinalis (verbena) fue agregada a 2500 ml de agua
destilada caliente (60°C) durante 2 horas, este procedimiento fue repetido 02 veces con
el mismo material vegetal. Ambos extractos fueron concentrados y desproteinizados
con acido tricloroacético a 4°C. luego con una pera de decantacion se separo la fraccion
acuosa y posteriormente fue filtrada al vacio. El filtrado se concentré a 40°C hasta
obtener el extracto seco de Verbena officinalis (verbena) El porcentaje de rendimiento
de esta técnica fue del 2.3% p/p.

A partir del extracto seco se reconstituyo en agua destilada segun la dosis establecida

para cada grupo (150 mg/kg pc y 300mg/kg pc) durante los dias de experimentacion.

Dosificacion y administracion del extracto acuoso de las hojas de Verbena
officinalis (verbena)

Las dosis utilizadas del extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis (verbena)
fueron 150mg/kg pc (Grupo 01) y 300 mg/kg pc (Grupo 02). Estas dosis fuéron

establecidas previamente por antecedentes de estudios similares en animales y luego
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probadas en una prueba piloto con 4 dosis diferentes, (50, 100, 150 y 300 mg/kg pc)
siendo estas dos dosis las de mejor respuesta. La administracion fue por via oral con

sonda orogastrica durante 7 dias con el mismo horario de administracion 627,

Induccion de ansiedad previa en Rattus rattus var albinus propuesta por Rodgers
et al ?®

Para la induccion de ansiedad previa se utilizd el modelo experimental de natacion
forzada, las ratas se colocaron en un recipiente transparente de 20 cm de diametro x
30 cm de alto que contenia agua fria profunda de 6 cm (24+ 1 °C) durante 6 minutos.
El nivel del agua fue ajustado al tamafio del animal de tal forma que no le permitiera
tocar el fondo del tanque y mantener la nariz por encima del nivel del agua. El agua se
cambid después de cada animal para evitar sefiales olfativas dejadas por el animal
anterior. Después de la prueba, los animales se secaron en un recinto calentado y luego

fueron evaluados con el Test de Laberinto en Cruz Elevada.

Test de Laberinto en Cruz Elevada para la evaluaciénn de los niveles de ansiedad
seguin Lister et Al 29),

En la prueba las ratas se colocaron en el centro del laberinto frente a uno de los brazos
abiertos. Durante un periodo de prueba de 5 minutos, se registraron los siguientes
datos: nimero de entradas y el tiempo pasado en los brazos abiertos y cerrados, ademas
del namero total de entradas a los brazos. Los compuestos ansioliticos aumentan
selectivamente el porcentaje de tiempo dedicado y/o entradas en los brazos abiertos vy,
por el contrario, los compuestos ansiogénicos disminuyen selectivamente el porcentaje

de tiempo dedicado y/o el porcentaje de entradas en los brazos abiertos.
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El aparato elevado de laberinto consistia en dos brazos abiertos (30 x 5 x 0.25 cm)
(exploracidn) y dos brazos cerrados (30 x 5 x 15 cm) (proteccion) con un techo abierto,
2dispuestos de tal manera que los dos brazos de cada tipo eran opuestos el uno al
otro. El laberinto se elevé 60 cm sobre el nivel del piso. El laberinto fue construido de
madera pintada de negro. Todos los experimentos se llevaron a cabo entre las 8:00 y
las 11:00 am para evitar la influencia de los ritmos circadianos en la emocionalidad.

Los grupos de control y experimentacion fueron conformados de la siguiente
manera

Grupo Control Negativo
Formado por 06 Rattus rattus var albinus con peso promedio de 250+10g agrupadas
aleatoriamente con alimento y solucién salina fisioldgica a las que se sometieron a la

prueba de cruz elevada para la evaluacion de ansiedad.

Grupo Control Positivo
Formado por 06 ratas con peso promedio de 250+10g agrupadas aleatoriamente con
alimento y solucion salina fisiolégica , con ansiedad inducida experimentalmente a las

que se sometieron a la prueba de cruz elevada para la evaluacion de ansiedad.

Grupo Control Estandar

Formado por 06 Rattus rattus var albinus con peso promedio de 250+10g agrupadas
aleatoriamente con alimento y agua ad libitum, con ansiedad inducida
experimentalmente, se les administro Diazepam a dosis 50mg/kg pc. por via

intraperitoneal en dosis Unica y se sometieron a la prueba de cruz elevada para la
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evaluacion de ansiedad.

Grupo Experimental 01

Formado por 06 Rattus rattus var albinus con peso promedio de 250+10g agrupadas
aleatoriamente con alimento y agua ad libitum, con ansiedad inducida
experimentalmente, se les administrd con una dosis de 0.5ml del extracto acuoso de
Verbena officinalis (verbena) a 150mg/kg pc. via oral por 7 dias y se sometieron a la

prueba de cruz elevada para la evaluacion de ansiedad.

Grupo Experimental 02

Formado por 06 Rattus rattus var albinus con peso promedio de 250+10g agrupadas
aleatoriamente con alimento y agua ad libitum, con ansiedad inducida
experimentalmente, se les administré con una dosis de 1ml del extracto de Verbena
officinalis (verbena) a 300mg/kg pc. via oral por 7 dias y se sometieron a la prueba de

cruz elevada para la evaluacién de ansiedad.
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4.5 Plan de analisis

Se utilizé el programa MS Excel para la tabulacion de los datos y el Programa
Estadistico SPSS v 21.0. Los resultados fueron sometidos a la prueba de andlisis de

varianza (ANOVA) y la prueba T - Student con un 95% de confianza
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4.6 Matriz de consistencia

Titulo De Formulacidn del Objetivos Hipétesis Tipo de Variables Definicion Indicadores Y Plan de Analisis
La Investigacion Problema Investigacion Operacional Escala de
/Disefio Medicion
Efecto Ansiolitico | ;Presentara el | Objetivo General HIPOTESIS La presente | Independiente |Se evalué midiendo | Dosis Plan de analisis
del extracto acuoso | extracto acuoso de | Evaluar el efecto ansiolitico del | ALTERNATIVA  |investigacién | Extracto nimero de entradas y
de las hojas de|las hojas de la|extracto acuoso de las hojas es de tipo|Acuoso de |eltiempo de Grupo Se realiz6 un
Verbena offcinalis | Verbena officinalis | de Verbena oficinalis (verbena) | El extracto acuoso de | experimental |las Hojas de | permanencia en los Experimental analisis de varianza
(verbena) en Rattus | (verbena) efecto | en Rattus rattus var. albinus. En | las hojas de verbena | de nivel | Verbena brazos  abiertos y|1:150mg/Kg del | (ANOVA) también
rattus var. albinus | ansiolitico en Rattus | el laberinto de cruz elvada officinalis (verbena) | explicativo officinalis cerrados del laberinto | extracto acuoso de | se utiliz6 la Prueba
rattus var.Albinus? | Objetivos Especificos | presenta efecto | enfoque (verbena) de cruz elevada las hojas de verbena | de Comparaciones

Determinar el efecto ansiolitico
del extracto acuoso de las hojas
de Verbena officinalis
(verbena) a 150mg/kg vy
300mg/kg en Rattus rattus var.
albinus.

Comparar el efecto ansiolitico
del extracto acuoso de las hojas
de Verbena officinalis
(verbena) frente al farmaco
diazepam.

Comparar el efecto ansiolitico
del extracto acuoso de las hojas
de Verbena officinalis
(verbena) a 150mg/kg vy
300mg/kg en Rattus rattus var.
albinus

ansiolitico en Rattus
rattus var. Albinus

HIPOTESIS NULA

El extracto acuoso de
las hojas de Verbena
officinalis (verbena)
no presenta efecto
ansiolitico en Rattus
rattus var. Albinus

cuantitativo

Dependiente
Efecto
ansiolitico en
Rattus  rattus
var albinus

utilizé como técnica de
extraccion acuosa de
las hojas de Verbena

officinalis (verbena).

officinalis (verbena)

Grupo
Experimental
2:300mg/Kg del
extracto acuoso de
las hojas de verbena
officinalis (verbena)

T — Student con un
valor de
significancia

del 95%

24




4.7 Principios éticos (28)

El estudio se llevé a cabo siguiendo los principios manifestados en el cddigo de ética
para la investigacion de la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote
(ULADECH):

Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad: Las investigaciones que involucran el
medio ambiente, plantas y animales, deben tomar medidas para evitar dafios. Las
investigaciones deben respetar la dignidad de los animales y el cuidado del medio
ambiente incluido las plantas, por encima de los fines cientificos.

Integridad cientifica: La integridad o rectitud deben regir no sélo la actividad cientifica
de un investigador, sino que debe extenderse a sus actividades de ensefianza y a su
ejercicio profesional. La integridad del investigador resulta especialmente relevante
cuando, en funcion de las normas deontoldgicas de su profesion, se evaltan y declaran
dafos, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar a quienes participan en una
investigacion.

Etica de la experimentacion animal %

El tema ético compete a todos los individuos pero, con mayor razon, a los involucrados
en la investigacion bioldgica, desde el auxiliar a cargo de los animales hasta el
directivo de la institucion productora o usuaria.

La primera condicion del cientifico que trabaja con animales de laboratorio es el
respeto por la vida, el dolor o el sufrimiento a que éstos pueden ser sometidos en los
trabajos de experimentacion bajo su responsabilidad.

Los investigadores que trabajen y experimenten con animales estdn moralmente

obligados a manifestarles tres tipos de actitudes: respeto, afecto y gratitud.
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados

Tablal: Evaluacion del efecto ansiolitico del extracto acuoso de las hojas de Verbena

officinalis (verbena) en Rattus rattus var. albinus en el laberinto de la cruz elevada.

COMPORTAMIENTO EN BRAZOS ABIERTOS

GRUPOS
N° de
Entradas
CB.A
Control solucién 2.1240.11
(salina Fisiol6gica)
Estdndar (Diazepam 50mg/kg pc)  8.89+0.19
E.A. V. officinalis
150mg/kg pc 4.83+0.14
E.A. V. officinalis 7.14+0.17

300mg/kg pc

Significancia
Valor p

0.000*

Tiempo de
permanencia

(segundos)

12.34+0.34

Significancia
Valor p

98.33+0.81
0.000*

23.86+0.66

41.50+0.51

Prueba ANOVA *P (<0.05)

Leyenda:

E.A: Extracto Acuoso

C.B.A: Comportamiento en brazos abiertos

N° de entradas: < ansiedad > tiempo en brazos abiertos

V.0O: Verbena Officinalis
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Tabla2: Comparacion del efecto ansiolitico del extracto acuoso de las hojas de

Verbena officinalis (verbena) y el farmaco diazepam en Rattus rattus var albinus

Grupos comparados COMPORTAMIENTO EN BRAZOS ABIERTOS

N° de Significancia
Entradas C.B.A Valor p

Control (Solucion Salina 2.12+0.11 8.89+0.19
Fisioldgica)

Estandar (Diazepam

50mg/kg pc)

Control (Solucion Salina 2.12+0.11 4.83+0.14
Fisioldgica)

E.A. V. officinalis

150mg/kg pc

Control (Solucion Salina 2.12+0.11 7.14+0.17 0.000*
Fisioldgica)

E.A. V. officinalis

300mg/kg pc

Estandar (Diazepam 8.89+0.19 4.83+0.14
50mg/kg pc) E.A. V.
officinalis

150mg/kg pc

Estdndar (Diazepam 8.89+0.19 7.14+0.17
50mg/kg pc) E.A. V.

officinalis

300mg/kg pc

E.A. V. officinalis 4.83+0.14 7.14+0.17
150mg/kg pc E.A. V.

officina

lis

300mg/kg pc

Tiempo de permanencia

(segundos)

12.34+0.34

12.34+0.34

12.34+0.34

98.33+0.81

98.33+0.81

23.86+0.66

98.33+0.81

23.86+0.66

41.50+0.51

23.86+0.66

41.50+0.51

41.50+0.51

Significancia

Valor p

0.000*

Pruebat- STUDENT *P (<0.05)

Leyenda:

E.A: Extracto Acuoso

C.B.A: Comportamiento en brazos abiertos

Ne de entradas: < ansiedad > tiempo en brazos abiertos

V.O: Verbena Officinalis
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5.2 Anélisis de resultados

En latabla 01, se aprecia el promedio y la desviacion estandar del ndmero de entradas
y el tiempo de permanencia (en segundos) en la zona de brazos abiertos, se observa
que para el numero de entradas en los brazos abiertos el valor méas bajo corresponde al
grupo negativo (Solucion salina fisioldgica) con 2.12+0.11 ingresos, seguidos por los
grupos experimentales 01 y 02 con 4.83+0.14 y 7.14+0.17 ingresos respectivamente y
la mayor cantidad de ingresos corresponde al grupo al que se le administr6 diazepam
con 8.89+0.19 ingresos 29,

Con respecto al tiempo de permanencia el menor tiempo de permanencia también lo
obtuvo el grupo control negativo con 12.34+0.34 segundos, seguidos por el grupo Exp
01y Exp 02 con 23.86+0.66 y 41.50+0.51 segundos respectivamente y nuevamente el
que obtuvo el  mayor tiempo de permanencia en los brazos abiertos durante la
evaluacion fue el grupo estandar con 98.33+0.81 segundos; esto se explica por la
relacién inversamente proporcional que existe entre el desplazamiento en los brazos
abiertos (exploracion) y los niveles de ansiedad del animal de experimentacidn es decir
cuanto mayor sean los niveles de ansiedad menor sera el niumero de entradas y el
tiempo de permanencia en los brazos abiertos ©%3)

La prueba ANOVA para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos muestran una significancia de P=0.000 para el nimero de entradas y
de P=0.00 para el tiempo de permanencia es decir existe diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos de experimentacion.
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Estos efectos de los benzodiacepinas facilitan las acciones inhibidoras de GABA al
unirse a los receptores de tipo A del acido y-aminobutirico (GABA a Rs), los canales
de cloruro / bicarbonato activados por GABA, que son los mediadores clave de la
transmision en las sinapsis inhibitorias en el cerebro 12,

Por su parte, Verbena officinalis (verbena) posee un componente principal, la
verbenina, ademas de poseer flavonoides (apigenina, luteolina, quercetion,
kaempferol) y taninos, que son bien conocidos por sus efectos ansioliticos y depresores
del sistema nervioso central (actividades sedantes) Ya que estos se unen al sitio de
benzodiacepinas en receptores GABA a para provocar efectos anticonvulsivos,
ansioliticos y sedantes @7,

En el trabajo de investigacion presentado por Khan et al, en Pakistan, 2016,
describieron diferentes efectos neurofarmacoldgicos del extracto crudo de Verbena
officinalis utilizaron el test de laberinto en cruz elevado entre otros modelos de prueba
para evaluar las acciones de la planta, en ratones. El extracto de Verbena officinalis en
dosis entre 50-300 mg/Kg aumentd significativamente el tiempo dedicado y el nimero
de entradas en los brazos abiertos, mientras que disminuyd el tiempo dedicado y el
namero de entradas en los brazos cerrados (P <0.05, P <0.01, P <0.001 vs. grupo
blanco), medido en laberinto en cruz elevado. Estos resultados indican que Verbena
officinalis poseen actividades ansioliticas y sedantes, que proporcionan antecedentes
cientificos para su aplicacién medicinal en diversas dolencias neuroldgicas, como la

epilepsia, la ansiedad y el insomnio ©2),

En la tabla 02 se muestran las comparaciones entre grupos utilizando la prueba

estadistica T — student aqui puede observarse que al comparar al grupo negativo frente
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a los extractos (150mg/kg pc y 300 mg/kg pc) estos presentan efecto ansiolitico
(p<0.05) tanto en nimero de ingresos y tiempo de permanencia en los brazos abiertos,
siendo el extracto de Verbena officinalis (verbena) 300mg/kg pc el que mostré mejores
resultados, sin embargo, ninguno de los grupos mencionados anteriormente mostro
tener un mayor efecto ansiolitico que el conseguido con el farmaco estandar
(Diazepam 50mg/kg pc I.P) esto se debe a que las benzodiacepinas, como el diazepam,
se unen a receptores en varias regiones del cerebro y la médula espinal. Esta union

aumenta los efectos inhibitorios del 4cido gamma-aminobutirico (GABA) ¢923),

Comparando los resultados obtenidos con los presentados por Khumar et al, quienes
para determinar la actividad contra la ansiedad emplearon un modelo de laberinto en
cruz elevado. Se produjo una actividad ansiolitica significativa en fracciones extraidas
a dosis de 160 mg / kg, p.o., luego de la administracion aguda en ratones que fue

estadisticamente equivalente al farmaco estandar (Diazepam, 2 mg/kg, p.o.) ©2.
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VI.

CONCLUSIONES

oEl extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis (verbena) presenta efecto
ansiolitico en Rattus rattus var. albinus.en el laberinto de la cruz elevada

¢ E| efecto ansiolitico del extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis (verbena)
a dosis 300mg/kg mostro ser superior al extracto a dosis 150mg/kg en Rattus rattus
var. albinus.

e El extracto acuoso de las hojas de Verbena officinalis (verbena) no mostré tener un

efecto ansiolitico superior frente al farmaco diazepam.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar estudios comparativos del extracto de las distintas variedades
de Verbena officinalis (verbena) con los distintos medicamentos ansioliticos y

determinar sus efectos con los fines de ayudar a la salud pablica.

e Realizar estudios de extracciones de aceites y otros metabolitos secundarios de
verbena officinalis (verbena) para adecuarlos a las concentraciones correctas en las

investigaciones in vivo.
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ANEXOS

Anexo 1: UBICACION DE centro poblado de Naranjillo

Zona
Reservada
Rio Nieva §

Yambrasbamba Naranjos

torid Naranjillo
porica Bosque de
{sN) Proteccion Pueblo Libre
Pedro Ruiz Alto Mayo Nueva
Cajamarca
Cerro d_e~o
Campanario Riofa Moyobamba
88

: Jepelacio
LAMUD Soritor Sz

San Marcos
Chachapoyas Map data ©2017 Google

Fuente: Google Maps

Anexo 2 Planta Verbena Offinacilis (VERBENA)

Fuente: Google Maps
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ANEXO 3 Recoleccion y seleccion de la planta de Verbena Officinalis
(VERBENA) traidas de centro poblado de Naranjillo- Distrito de Nueva

Cajamarca-Provincia de Rioja —Departamento de San Martin.

Figura 01 Muestra recolectada.

Fuente: laboratorio de universidad catélica de

Chimbote
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FIGURA 02: SELECCION Y LIMPIEZA DE LAS
HOJAS DE VERBENA OFFICINALIS (VERBENA)

Fuente: laboratorio de universidad catdlica de Chimbote
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ANEXO 04 SECADO DE LA MUESTRA

Fuente: Fotografia obtenida por la investigadora
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ANEXO 05 EXTRACTO DE VERBENA OFFICINALIS SECADO Y
COLOCADO EN UN FRASCO AMBAR.

Fuente: Fotografia obtenida por la investigadora
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ANEXO 06 PESO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION RATTUS
RATTUS VAR. ALBINUS

Fuente: Fotografia obtenida por la investigadora

ANEXO 07 ENTRENAMIENTO DE RATTUS RATTUS VAR. ALBINUS
mediante la técnica del NADO FORZADO

Fuente: Fotografia obtenida por la investigadora
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ANEXO 08 INDUCCION AL ESTRES A LOS ANIMALES DE
EXERIMENTACION MEDIANTE EL NADO FORZADO

Fuente: Fotografia obtenida por la investigadora

ANEXO 09 ADIMINISTRACION DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS
HOJAS DE LA Verbena Officinalis (VERBENA) en Rattus rattus var.albinus

Fuente: Fotografia obtenida por la investigadora
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ANEXO 10 Certificacion de la planta Verbena officinalis (verbena) en la
Universidad nacional de Trujillo

Fuente: Fotografia obtenida por la investigadora
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