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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las plantas medicinales constituyen una fuente natural de metabolitos secundarios con
propiedades terapéuticas de gran importancia para el control de muchas enfermedades. El Peru
es un pais con una diversidad de flora Unica en el mundo, la misma que esté representada por
mas de 25,000 plantas, de las cuales cerca de 1,400 tienen propiedades curativas (1.2, 3).

La Muehlenbeckia volcanica (Benth.) End “Mullaca” es una excelente planta tintérea de donde se
obtiene un intenso color azul, utilizado en el tefiido de los textiles de culturas prehispanicas como
Paracas e Inca. La firmeza de este tinte natural perdura hasta el dia de hoy en estos textiles, lo
gue causa admiracion en todo el mundo; también posee propiedades medicinales, conocidas
desde tiempos milenarios: sus hojas y tallos son usados con buenos resultados en inflamacién
renal, célico menstrual, gripes, rinofaringitis, bronquitis, afta, fiebre, tos, asma, también presenta

propiedades cicatrizantes; ademas es antialérgica (4.5, 6).

Los frutos de esta planta han sido poco estudiados, sin embargo fueron consumidos hace



muchisimo tiempo y formaron parte de la cultura dietética de tiempos pre incas. Hasta la fecha
solo se conoce testimonios personales, y se dice que el consumo de este tipo de fruto mejora el
recuerdo de hechos pasado y facilita el aprendizaje, asi lo manifiestan los lugarefios que viven en
la sierra de la liberta y el centro del Peru (7, 8).

Algunos ensayos en investigacion fitoquimica de la familia: Poligonaceas sugieren la presentaria
de triterpenos, esteroides, taninos, flavonoides, saponinas y catequinas. También se le ha
atribuido de una posible actividad antioxidante, sin embargo los mecanismos fisiologicos no son

bien conocidos que permita determinar su actividad terapeutica 3. 6, 8).

La especie vegetal objeto de este trabajo de investigacion, “Mullaca” sera seleccionada a partir de
un screening preliminar, considerando plantas endémicas de la region la libertad, en condiciones
de extincién. Sin embargo fue seleccionada por presentar posible actividad beneficiosa para el

aprendizaje y memoria (4.5, 9).

La Muehlenbeckia volcanica (Benth.) Endl, es una especie que crece en diversas zonas de
Latinoamérica, en nuestro pais poco se conoce de esta planta y sus posibles beneficios para la
salud mental. El escaso conocimiento que existe acerca de sus posibles acciones
neurofarmacoldgicas nos animé a realizar el estudio, la finalidad es poder aportar nuevos
conocimientos respecto a su actividad neurofarmacoldgica, con la esperanza de encontrar otros
principios activos con propiedades beneficiosas sobre el sistema nerviosos central (4, 9).

Sus descripcion botanica corresponde al reino: Plantae; Division: Magnoliophyta; Clase
Magnoliopsida; Orden: Polygonales; Familia : Poligonaceae; Género: Muehlenbeckia; Especie:
Muehlenbeckia volcanica (Benth) Endl (4).

Esta especie vegetal tiene pocas especies de notoriedad en el medio andino. Pertenece al estrato
herbaceo que crece preferentemente en climas meso y microtermicos de las alturas andinas, por
lo general en forma espontanea y en lugares rocosos. Su denominacién taxondémica "volcanica"
obedece al hecho de crecer, sobre todo, entre rocas eruptivas. Las especies de mayor valor
terapéutico son dos. La Muehlenbeckia volcanica, que crece adherida a las rocas igneas, siendo
muy buscada por sus propiedades terapéuticas, al igual que la Muehlenbeckia tamnifolia, especie
muy similar a la anterior, con pequefias diferencias morfoldgicas de las hojas y de tamafio,
creciendo preferentemente en los valles andinos de clima templado (4, 10, 11).

La Muehlenbeckia volcénica (Benth)Endl, también es conocida con los nombres de: Bejuquillo,
coca coca, muyaca, mullaca, pasamullaca, sachamullaaca. Como se sabe la Mullaca
popularmente conocida, es un suarbusto rastreo, extendido, de flores blancas que habitan en la
region de la sierra del Perd. Se encuentra a altitudes a partir de los 2800 a 4200 m.s.n.m, en los
departamentos de Cajamarca, Ancash Yy la libertad; su valor medicinal y nutritivo es conocido y
utilizado en estas regiones desde la época pre-inca. Aparece recogida en los escritos del “Museo
de Antropologia, Argueologia, e Historia de Peru”, bajo el nombre de “Mullaca” (4. 12, 13).



II. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Las plantas medicinales constituyen una fuente natural de metabolitos secundarios con
propiedades terapéuticas de gran importancia para el control de muchas enfermedades. El Pera
es un pais con una diversidad de flora Unica en el mundo, la misma que esta representada por
mas de 25,000 plantas, de las cuales cerca de 1,400 tienen propiedades curativas (1.2, 3).

La Muehlenbeckia volcanica (Benth.) End “Mullaca” es una excelente planta tintérea de donde se
obtiene un intenso color azul, utilizado en el tefiido de los textiles de culturas prehispanicas como
Paracas e Inca. La firmeza de este tinte natural perdura hasta el dia de hoy en estos textiles, lo
gue causa admiracion en todo el mundo; también posee propiedades medicinales, conocidas
desde tiempos milenarios: sus hojas y tallos son usados con buenos resultados en inflamacion
renal, célico menstrual, gripes, rinofaringitis, bronquitis, afta, fiebre, tos, asma, también presenta
propiedades cicatrizantes; ademas es antialérgica (4.5, 6).

Los frutos de esta planta han sido poco estudiados, sin embargo fueron consumidos hace
muchisimo tiempo y formaron parte de la cultura dietética de tiempos pre incas. Hasta la fecha
solo se conoce testimonios personales, y se dice que el consumo de este tipo de fruto mejora el
recuerdo de hechos pasado y facilita el aprendizaje, asi lo manifiestan los lugarefios que viven en
la sierra de la liberta y el centro del Peru (7, 8).

Algunos ensayos en investigacion fitoquimica de la familia: Poligonaceas sugieren la presentaria
de triterpenos, esteroides, taninos, flavonoides, saponinas y catequinas. También se le ha
atribuido de una posible actividad antioxidante, sin embargo no se ha realizado estudios

fitoquimicos completos que permita determinar exactamente su composicion quimica 3. 6, 8).

La especie vegetal objeto de este trabajo de investigacion, “Mullaca” fue seleccionada a partir de
un screening preliminar, considerando plantas endémicas de la region la libertad, en condiciones
de extincion. Sin embargo fue seleccionada por presentar posible actividad beneficiosa para el

aprendizaje y memoria (4.5, 9).

La Muehlenbeckia volcanica (Benth.) Endl, es una especie que crece en diversas zonas de
Latinoamérica, en nuestro pais poco se conoce de esta planta y sus posibles beneficios para la
salud mental. El escaso conocimiento que existe acerca de sus posibles acciones
neurofarmacoldgicas nos animé a realizar el estudio, la finalidad es poder aportar nuevos
conocimientos respecto a su actividad neurofarmacoldgica, con la esperanza de encontrar otros
principios

activos con propiedades beneficiosas sobre el sistema nerviosos central (4, 9).



Sus descripcion botanica corresponde al reino: Plantae; Division: Magnoliophyta; Clase
Magnoliopsida; Orden: Polygonales; Familia : Poligonaceae; Género: Muehlenbeckia; Especie:
Muehlenbeckia volcénica (Benth) Endl (4).

Esta especie vegetal tiene pocas especies de notoriedad en el medio andino. Pertenece al estrato
herbaceo que crece preferentemente en climas meso y microtermicos de las alturas andinas, por
lo general en forma espontanea y en lugares rocosos. Su denominacion taxonémica "volcanica"
obedece al hecho de crecer, sobre todo, entre rocas eruptivas. Las especies de mayor valor
terapéutico son dos. La Muehlenbeckia volcanica, que crece adherida a las rocas igneas, siendo
muy buscada por sus propiedades terapéuticas, al igual que la Muehlenbeckia tamnifolia, especie
muy similar a la anterior, con pequefas diferencias morfolégicas de las hojas y de tamafio,
creciendo preferentemente en los valles andinos de clima templado (4,10, 11).

La Muehlenbeckia volcanica (Benth)Endl, también es conocida con los nombres de: Bejuquillo,
coca coca, muyaca, mullaca, pasamullaca, sachamullaaca. Como se sabe la Mullaca
popularmente conocida, es un suarbusto rastreo, extendido, de flores blancas que habitan en la
region de la sierra del Perd. Se encuentra a altitudes a partir de los 2800 a 4200 m.s.n.m, en los
departamentos de Cajamarca, Ancash vy la libertad; su valor medicinal y nutritivo es conocido y
utilizado en estas regiones desde la época pre-inca. Aparece recogida en los escritos del “Museo
de Antropologia, Arqueologia, e Historia de Peru”, bajo el nombre de “Mullaca” (4,12, 13).

Algunos autores afirman que la Mullaca es una planta, cuyo nombre es de origen aymara, ya que
se desarrollé en zonas donde se asentaron grandes culturas como Wari, Tiahuanaco e Inca. La
flor de esta especie posee un tinte de color azul oscuro que se utilizd desde épocas milenarias
para tefiir las fibras que se emplearon en la confeccion de textiles. La Mullaca también fue
utilizada con fines nutritivos y medicinales. Sus hojas y tallos son usados con buenos resultados
en gripes, rinofaringitis, bronquitis, afta, fiebre, tos, asma y alergias. Su fruto ha sido poco
estudiado, sin embargo se sabe que es consumido por los lugarefios de las zonas endémicas

para mejorar la memoria, evitar las cefalgias y envejecimiento (4, 14, 15).

También se menciona que tiene propiedades antiinflamatorias las diferentes partes de esta
especie vegetal. Los ensayos realizados usando el método de la carragenina sugieren
propiedades antiinflamatoria topica (16, 17).

La actividad antioxidante de los frutos de Mullaca, sugieren un efecto beneficioso al evitar la
proliferacion de radicales libres. Como se sabe los radicales libres se asocian a diferentes
etiologias de muchas enfermedades, siendo una de las més frecuentes el envejecimiento celular
asociado a perdida de a aprendizaje y memoria a corto y largo plazo (18, 19, 20, 21).

El estudio del efecto de nuevos compuestos de origen vegetal sobre el Sistema Nervioso Central
(SNC) resulta de gran interés, si se tiene en cuenta que muchos de los farmacos utilizados
actualmente en la terapéutica humana son compuestos derivados de extractos de plantas. El



SNC es la unidad anatémica y funcional que permite la relacion del individuo consigo mismo y con
su entorno, proporcionando el control consciente e inconsciente sobre todas las actividades y
funciones del organismo, su unidad funcional es la neurona (22, 23, 24).

Las enfermedades del SNC se relacionan con lesiones bioquimicas en areas especificas del
cerebro o con anomalias en las funciones de transmision, sintesis o liberacion de
neurotransmisores. Estas lesiones bioquimicas tienen diferente etiologia, sin embargo muchos
investigadores, concuerdan que su origen es la produccion de radicales libres (23, 25, 26).

Respecto a los modelos experimentales para evaluar aprendizaje y memoria en roedores, se
suele utilizar el laberinto acuatico de Morris, que es un modelo estandarizado y especializado
para evaluar memoria espacial. Para el dafio cognitivo inducido en roedores machos, se utiliza la
escopolamina. La escopolamina es un antagonista de receptores muscarinicos que imita de
manera aguda la enfermedad de Alzheimer (27, 28).

Muchos estudios demuestran que las escopolamina, es un buen modelo para estudiar deterioro
de memorias, se ha reportado que a dosis de 2 mg / kg por via intraperitoneal, administrada 30
minutos antes de la prueba de Morris, ocasiona deterioro cognitivo y conductual (28, 29, 30).

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa y progresiva, resultado de
una amplia degeneracion de la sinapsis asi como de las neuronas presentes en la corteza
cerebral, hipocampo y algunas estructuras subcorticales. El deterioro de las funciones de los
neurotransmisores también parece jugar un papel importante en la enfermedad, entre ellos se
destaca la baja cantidad de acetilcolina en la corteza cerebral (28, 29).

La funcion de la acetilcolina en los procesos sinapticos hace que los receptores colinérgicos
también se vean afectados, dado por el degeneramiento del sistema nervioso, en mayor medida
los receptores nicotinicos (involucrados en varias funciones como el control voluntario del
movimiento, la memoria y atencién, el suefio y alerta, el dolor y la ansiedad) y en menor medida
los receptores muscarinicos (relacionados con la memoria y el aprendizaje). En uso de la
escopolamina en los modelos experimentales facilita generar una situacion parecida a la
enfermedad de Alzheimer (28, 29).

lIl. JUSTIFICACION DEL PROYECTO (IMPORTANCIA, BENEFICIARIOS, RESULTADOS
ESPERADOQOS)

La utilizacién de la medicina complementaria esta siendo una alternativa util para el
restablecimiento de la salud de muchos pacientes que padecen alguna enfermedad
neurogenerativa. El fruto de la Muehlenbeckia volcanica “Mullaca”, posiblemente tenga multiples
beneficios asociados a procesos cognoscitivos, se cree que algunos de los metabolitos
secundarios presentes en el fruto, mimetizan efectos antidepresivos y antioxidantes con accién a



nivel celular y mitocondrial, esto evitaria la aceleracién de los procesos de neurodegeneracion
ocasionados por los radicales libres. Como se sabe la mitocondria, participa en diferentes
sefalizaciones neuronales y seria la responsable de conservar y activar la neurogénesi, no solo
en el hipocampo sino también en otras areas cerebrales (27, 28).

Se sabe que la degeneraciéon de la memoria por escopolaminna altera numerosos procesos
fisiologicos y patrones conductuales semejantes a la enfermedad de Alzheimer. Se conoce que el
aprendizaje y la memoria son procesos complejos que dependen de muchas estructuras sin
embargo el deterioro funcional de la amigdala basolateral y el hipocampo ocasionan un deterioro
los procesos de consolidacion y evocacion de memorias. Los mecanismos fisiopatolégicos son
desconocidos, sin embargo se postula que la muerte celular, estaria mediado por la reduccion de

la acetilcolina, y la acumulacién de sustancias tales como el glutamato y radicales libres (28,29,

32)

Otra de las razones que motiva la realizacion del trabajo de investigacion, radica en que la
mullaca es una de las plantas que se encuentra en proceso de extincion y poca revaloracion en la
cultura alimenticia. EI conocimiento de sus propiedades nutracéuticas permitira ser incluido en las
dietas alimentarias, de nuestra region o pais (5).

Por todo lo mencionado la medicina complementaria sigue siendo un polo de atraccion para
muchos cientificos en el mundo, con la esperanza de encontrar datos que permitan nuevas
indicaciones terapéuticas o nuevas contraindicaciones, tal es el caso del presente estudio.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general Resultado finales Medio verificable

Determinar el efecto del extracto  |Diferencia significativa en el |Lista de cotejos:
acuoso de Muehlenbeckia volcanicajaprendizaje y memoria

‘mullaca” sobre el aprendizaje y espacial en los grupos que
memoria espacial en ratas con dafiofecibieron mullaca, respecto [ - Grupo de mullaca aprende y

cognitivo inducido por la al grupo control. memoriza en menor tiempo
escopolamina respecto al grupo control

Objetivo Especifico




» - Determinar la dosis y el periodo
de tiempo, al cual el extracto
acuoso de mullaca tiene efecto
protector frente al dafio cognitivo
inducido por la escopolamina

Diferencia en la
concentracion del
malondialdehido (MDA) antes
y depues del tratamiento.

Lista de cotejos:

o - Grupo de mullaca tiene
menor concentracion de MDA
respecto al grupo control, en
el mayor tiempo de
exposicion al tratamiento de
mullaca.

» - Comparar dosis y efectos del
extracto acuoso de mullaca sobre
aprendizaje y memoria espacial
en ratas con dafo cognitivo
inducido por la escopolamina

Diferencia en el aprendizaje y
memoria segun dosis, tiempo
de administracion de la
mullaca.

Lista de cotejos:

» - Grupo de mullaca que
reciben mayor dosis aprende
y memaoriza en menor tiempo
al compararlo con el grupo
control.

» - Comparar los efectos del
extracto acuoso de mullaca,
sobre la inhibicion de
acetilcolinesterasa y
Superoxido Dismutasa (SOD),
antes y después de recibir
tratamiento.

Diferencia antes y después
del tratamiento en sistemas
inhibicion de

acetilcolinesterasay SOD.

Lista de cotejos:

» - Grupo de mullaca presenta
mayores niveles de inhibicion
de acetilcolinesterasay SOD
después del tratamiento.

V. MARCO TEORICO




La organizacién de los acontecimientos pasados de todo lo aprendido “memorias” por el ser
humano, se codifica y almacena en el cerebro, y de esta manera se guarda informacién del
entorno para adaptarse mejor a situaciones futuras. Muchos investigadores afirman que el
aprendizaje es un proceso por el cual se adquiere nueva informacién y memoria. Ambos
conceptos se encuentran indiscutiblemente entrelazados y en algunos casos se hace referencia al
aprendizaje como el proceso por el cual se adquiere la memoria (33, 12).

Como se sabe existen diferentes tipos de memoria, en esta investigacion solo se estudiar la
memoria espacial a través de un modelo estandarizado, que es el laberinto acuéatico de Morris, el
modelo seleccionado son ratas blancas sometidas a dafio cognitivo inducido por la
escopolamina (34).

Los animales se orientan en el espacio para organizar sus conductas en relacién con el entorno
en que se encuentran en cada momento. El ambiente de bajas temperaturas se considera como
un ambiente extremo, cuyo fendmeno natural determinante, es la disminucién de la temperatura,
produciendo diferentes cambios fisiol6gicos asociados a estrés. Las bajas temperaturas
ocasionan la activacion de sistemas reguladores individuales “Termorregulacion” que se asocia a
la biogénesis mitocondrial. También se sabe que esta exposicion genera alteraciones en
diferentes funciones cognitivas (memoria, capacidad de célculo, juicio y otros) tanto en humanos
como en animales (35, 36).

El aprendizaje y la memoria espacial se relacionan con la capacidad de adquirir y retener
asociaciones de las caracteristicas del ambiente, lo que permite al organismo desenvolverse en el
espacio. La memoria espacial consiste en multiples mecanismos especializados en codificar,
almacenar y recuperar informacién acerca de rutas, configuraciones y localizaciones espaciales.
Esta memoria puede ser evaluada mediante modelos animales en los que la solucion de la tarea
depende de la informacién espacial disponible (31, 33, 37).

Las investigaciones reportan que los roedores pueden adoptar cuatro formas principales de
navegacion para la resolucién de tareas espaciales: orientacion, guia, cartogréfica y de
integracion de la ruta. En el aprendizaje de orientacion los animales basan su busqueda en
movimientos aprendidos durante la ejecucion de la tarea; en el aprendizaje de guia aprenden
asociaciones entre los estimulos sefial y la meta. Estas dos formas de navegacion se explicarian
mediante paradigmas asociativos de condicionamiento. En el aprendizaje cartografico, sin
embargo, implica el uso de sefiales distales con las que los animales se forman una
representacion de su entorno (mapa cognitivo), esto permite la localizan de la meta. La
integracion de la ruta consiste en un proceso de actualizacion de la informacion cuando las pistas
ambientales no ofrecen la suficiente informacion, mediante un sistema interno de referencia
basado en el lugar de salida antes de iniciar la navegacion, para lo que el animal podria utilizar
principalmente pistas cinestésicas y sefales vestibulares. Estas estrategias de navegacion

espacial parecen depender de distintos sistemas de memoria (33,37, 38).



En el estudio de la memoria espacial en roedores se han disefiado diferentes modelos
experimentales, sin embargo el laberinto de agua (Morris) es uno de los modelos mas empleados,
donde las ratas tienden a aproximarse a la plataforma sumergida desde una direccién conocida,
utilizando indicadores visuales especificos para reconocer su localizacion. Se sabe que las

funciones cerebrales implicadas para ejecutar esta tarea dependen basicamente del hipocampo
(31, 37, 39)

El laberinto acuatico ha generado mucho interés en el campo de la psiconeurofarmacologia,
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 espaciales, 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 mas lenta, como el laberinto radial, en el que resulta mas dificil distinguir

entre los efectos agudos y crénicos (37, 38).

En la basqueda de tratar de explicar como algunos nutraceuticos como aumentaban la memoria
se investigod la relacién entre memoria y el sistema serotoninérgico, esto permitié6 demostrar que
ambos guardan una estrecha relacion. Asi se demostré que la deplecién aguda de triptofano
reducia la consolidacion de la memoria. También se encontré que la administracién aguda o
cronica con inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, aumentaba los niveles de
serotonina, ocasionando efectos negativos, neutros o positivos, sobre la consolidacion de la
memoria. Por ello se ha propuesto que la relacion entre la funcion de la memoria y la serotonina
debe ser mediada por mecanismos alternativos como los implicados en la activacion de diferentes
receptores, mas que simplemente por la disponibilidad sinaptica de serotonina (37, 40).

Este conocimiento posiblemente permitida explicar la accion terapéutica de muchos
nutraceuticos, como por ejemplo el extracto de mullaca, que han sido utilizados ancestralmente
para mejorar diferentes trastornos cognitivos. Hoy en dia algunos neurocientificos han cambiado
sus horizontes de investigacién, en medicamentos o extractos naturales, con la finalidad de
contribuir al conocimiento de la medicina complementaria (41, 42, 43, 44).

VI. HIPOTESIS

» Hipétesis nula: El extracto acuoso de mullaca no mejora las funciones cognitivas de
aprendizaje, memoria espacial y estado de animo de ratas sometidas a dafio cognitivo inducido
por la escopolamina.

» Hipdtesis alterna: El extracto acuoso de mullaca mejora las funciones cognitivas de
aprendizaje, memoria espacial y estado de animo de ratas, sometidas a dafio cognitivo inducido
por la escopolamina, por la presencia de Inhibidores de la acetilcolinesterasa, flavonoides y
atocianinas.



VIl. METODOLOGIA

Material de Estudio:

El presente estudio de investigacion tendra como material de estudio a Rattus norvegicus var.
albinus (ratas blancas) aparentemente sanos, machos de 8 semanas de edad, con peso corporal
de 2509 a 280g, procedentes dellnstituto Nacional de Salud (Chorrillo-Lima). Los especimenes
seran trasladados al Bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional
de Truijillo, para aclimatacion y analisis respectivos.

El periodo de aclimatacion seré al menos de catorce dias, en el cual los especimenes seran
sometidos a similares condiciones ambientales y de alimentacion. Todos los animales se
estabularan en jaulas, con ciclo natural de luz/oscuridad.

Material Fitoquimico:

Se utilizara Muehlenbeckia volcanica (Mullaca) en grado de pureza. Sera adquirido de
laboratorios de Universidad Cayetano Heredia-Lima.

DEFINICION DE LA POBLACION MUESTRAL.
La poblacion a investigar estard conformada por Rattus norvegicus var. albinus.
DETERMINACION DEL TAMANO MUESTRAL:

Para hallar el tamafio de muestra se hizo el uso de las siguientes formulas:

(Z), + 2) 2%UDB35%UDF 48

Donde:
Z/Z: 1.96, coeficiente de confiabilidad para =0.05
Z= 0,84, coeficiente de confiabilidad para =0.20

%uD835%uDF48 = 1.5 E, valor asumido por no haber estudios prévios.



n = tamafno muestral.

(1.96 + 0.84)2 2 (1.5 E)?

N = =memmemeemee e = 36

Con estos valores se determind una muestra de 36 Rattus norvegicus var. albinus.
METODOS Y TECNICAS:

Se utilizara 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 sitia una plataforma que
debe ser localizada por el animal de experimentacion (rata), por accidente la primera vez y en
sesiones posteriores deberia localizarlo con ayuda de indicadores visuales (claves espaciales
externas). Las funciones cerebrales implicadas para ejecutar esta tarea dependen basicamente
de la actividad del hipocampo (37).

DISENO EXPERIMENTAL:

Los especimenes se distribuiran en un grupo control y dos grupos problemas, con controles
previos y sucesivos. Los grupos problemas recibirdn tratamiento con extracto acuoso de mullaca
durante dos meses y luego seran expuestos dafio cognitivo inducido por la escopolamina, el
grupo control serd mantenido en las mismas condiciones pero sin exposicion al extracto acuoso.

Para el dafio cognitivo con escopolamina se usara la dosis de 2 mg / kg por via intraperitoneal,
administrada 30 minutos antes de la prueba de Morris.

Distribucion de las muestras

Los especimenes de experimentacion distribuiran aleatoriamente de la siguiente manera:

Grupo I: Control, Estara conformado por 12 Rattus norvegicus var albinus, expuesto
a dafo cognitivo inducido por la escopolamina.

Grupo Il: Patrén 1, Estard conformado por 12 Rattus norvegicus var albinus, con tratamiento
de extracto acuoso de mullaca (concentraciones de 1,2 mg/g v.o, al dia durante 60 dias)
expuestas a dafio cognitivo inducido por la escopolamina



Grupo llI: Problema 2, Estara conformado por 12 Rattus norvegicus var albinus, con
tratamiento de extracto acuoso de mullaca (concentraciones de 2,4 mg/g v.o, al dia durante 60
dias) expuesto a dafio cognitivo inducido por la escopolamina.

Descripcion de variables

a) Independientes:

- Condicion de dafio cognitivo inducido por la escopolamina.

- Tratamiento crénico de extracto acuoso de mullaca (grupo problema).
b) Dependientes:

- Conducta exploratoria, aprendizaje y memoria espacial

- Concentracién de MDA e Inhibicién de acetilcolinesterasa después de recibir el tratamiento.

Laberinto acuatico de Morris (37).

Para medir la capacidad del individuo para modificar su comportamiento, a partir de la experiencia
con estimulos espaciales se uso el laberinto de Morris el cual consiste de una piscina circular con
180 cm de diametro y paredes con 37 cm. de altura pintada de negro y dividida en cuatro
cuadrantes imaginarios, ésta se llen6 con agua (20 + 3 °C), hasta una altura de 25 cm. y en su
interior fue sumergida una plataforma de escape cilindrica de color negro con 12.5 cm. de
didmetro y 22 cm. de altura (invisible para la rata) 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; sin embargo, en las sesiones posteriores debia reconocer su sitio
de ubicacion para poder localizarla, en este caso; con la ayuda de indicadores visuales, a manera
de claves espaciales externas.

Los experimentos estan basados en dos tipos de ensayos; uno de entrenamiento que evalla el
aprendizaje y otro de prueba que evalla la memoria. Para el analisis de la informacion se
utilizara un software validado y estandarizado para este tipo de trabajos de investigacion
(SMART V3.0 y SMARTWM).

El ensayo de entrenamiento (Aprendizaje) de Rattus norvegicus var. albinus en el
laberinto acuético de Morris.



Se colocara el animal de experimentacion en el agua desde uno de los cuatro sitios de partida de
la periferia (uno por cada cuadrante) y se esperara hasta un maximo de 60 s para que encuentre
la plataforma.

El tiempo desde que la rata fue depositada en el agua hasta que localizaréa la plataforma sera
considerado como latencia de escape y su latencia maxima sera de 60 s, si una vez completado
este tiempo no localiza la plataforma oculta se le guiara hasta ella y alli se le dejara permanecer
durante 20 s.

Enseguida la rata serda retirada, secada y se le dejara permanecer en la caja con los otros
animales durante 30 s, mientras empieza el siguiente ensayo, y asi sucesivamente; hasta
completar 12 ensayos consecutivos para cada rata ese mismo dia, distribuyendo de manera
balanceada los sitios de partida entre los cuatro cuadrantes

El ensayo de prueba (Memoria) de Rattus norvegicus var. albinus en el laberinto acuatico
de Morris.

Para el ensayo de prueba sera retirada la plataforma y se introducira a cada animal de
experimentacion una vez en la piscina, en un cuadrante lateral (ni el de la plataforma, ni el
opuesto). Se le permitird nadar durante 60 s. y luego sera retirado del laberinto. Sera registrado
el tiempo que la rata permanecio navegando en el cuadrante donde estuvo.

La prueba se llevara a cabo 24 h después del ultimo ensayo de entrenamiento, entre las 7:00-
10:00 am., sera video filmada y posteriormente calificada.

Determinacion de la lipoperoxidacion en suero de Rattus norvegicus var. Albinus (45).

Se usara el kit para ensayo de lipid peroxidation (MDA), usa el método colorimétrico de
sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS), el cual se basa en la reaccién del
malondialdehido (MDA) con el acido 2-tiobarbittrico (TBA) para formar aductos cromégenos y
fluorescentes de MDA-TBA muy estables que se cuantifica por espectrofotometria de absorcién a
532 nm. En tubos de ensayo de 10 mL de capacidad, se afiaden respectivamente 100 L de suero

(muestras problema o control), 100 L de H20 destilada, a continuacién se agregaron los
siguientes reactivos en el orden que se describe.

v 0,1 mL de reactivo butil-hidroxi-tolueno (BHT) en etanol.
v 0,1 mL de reactivo catalizador (tricloruro de hierro (llI) FeCI3.6H20, en agua destilada).

v 1,5 mL de disolucion tampén (HCI-glicocola).



Esta mezcla de reaccidon se mantiene 60 minutos a 5° C.

Transcurrido este tiempo, se lleva a ebulliciébn en un bafio de agua a una temperatura entre 95° C
y 100° C durante 60 minutos, para desarrollar la méxima coloracion en todas las muestras y
patrones.

Trascurrido el tiempo se procede a la extraccion de los aductos con una disoluciébn mezcla de 2,5
mL de una disolucién de n-butanol-piridina (15:1 V/V) y 0,5 mL de agua destilada, enfriando
previamente los tubos en un bafio de hielo.

Se centrifuga a 4000 r.p.m. durante 10 minutos, las capas superiores 0 sobrenadantes se recogen
en un tubo limpio

Se procedera a la lectura de las absorbancias a 532 nm, luego de la lectura de un blanco.
Determinacion de la inhibicion de la actividad colinesterasica.

Se usard el kit para determinacién de la capacidad de inhibicién de la actividad colinesterasica, el
cual basa en un método espectrofotométrico. La colinesterasa cataliza la hidrélisis del sustrato
butiriltiocolina formando butirato y tiocolina. Esta ultima reduce el acido 5,5 -mercaptobis-2-
nitrobenzoico (DMNB) a 5-mercapto-2- nitrobenzoate (5-MNBA), un compuesto coloreado. La
reaccion se controla cinéticamente a 405 nm a partir de la velocidad de formacion del color
amarillo producido, proporcional a la actividad colinesterasa en la muestra.

Ensayo de Superoxido Dismutasa (SOD) .

Se usara el kit para determinacion la SOD, donde los aniones superoxido, generados por la
conversion de la xantina a acido Urico y peroxido de hidrégeno debido a la actividad de la xantina
oxidasa (XOD), reducen el WST-1 (4-%5B3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio%5D-
1,3-benzene disulfonate sodium salt) a cristales de formazéan solubles en agua, los cuales pueden
medirse mediante absorbancia a 438 nm.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Para determinar si hay diferencia entre la conducta exploratoria, aprendizaje y memoria espacial
en las diferentes etapas de la investigacion se haran un analisis de varianza (ANOVA).

Para comparar las diferentes etapas de investigacion se empleara la Prueba de Comparaciones
Multiples utilizando la diferencia minima significativa o prueba de Duncan con un valor de
significancia del 5 %.
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DESCRIPCION CANTIDAD PRECIO_UNITARIO PRECIO_PARCIAL
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 400 400
Li brerias, Progranas, 1 UNI 13311. 65 13311. 65
Li cenci as, Pl antill as
de Di sefio, etc.
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 160 160
REACTI VOS E | NSUMOS 30 UNI 8 240
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 2000 2000
REACTI VOS E | NSUMOS 40 UNI 20 800
REACTI VOS E | NSUMOS 2 UNI 200 400
REACTI VOS E | NSUMOS 20 UNI 10 200
REACTI VOS E | NSUMOS 60 UNI 4 240
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 1400 1400
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 800 800

Total 19951.65




