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RESUMEN
El presente trabajo de investigacidn se realizd6 con la finalidad de determinar la
actividad antioxidante de las hojas de Baccharis tricuneata “yana taya” durante los
meses de Agosto 2012 a Enero 2013, en el Laboratorio del area de Farmacia de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga. La muestra fue colectada en el distrito de Quinua del departamento de
Ayacucho, obteniendo el extracto hidroalcohdlico de las hojas y el fraccionamiento
por extraccién con diferentes solventes: éter de petréleo, cloroformo, acetato de etilo
y con agua de los cuales se realizé el tamizaje fitoquimico tal como describe Lock
de Ugaz (1994) y Miranda y Cuellar (2000), complementando con la cromatografia
y UV visible; la actividad antioxidante, se evalué por la captacion del radical DPPH
(1,1 difenil-2 picril hidrazilo), tal como describe Castarieda y Col. (2008).
Los metabolitos secundarios hallados son: flavonoides, taninos y/o fenoles,
triterpenos y/o esteroides, aminodacidos, lactonas y/o cumarinas, glicésidos
cardiotonicos y alcaloides. El extracto hidroalcohdlico, la fraccion cloroférmica, la
fraccibn acetato de etilo y la fraccién acuosa tuvieron una actividad antioxidante
superior al 50 %; y la fraccidon de acetato de etilo fue la que mostré la mejor
actividad antioxidante. Se concluye que las hojas de Baccharis tricuneata “yana
taya” tiene actividad antioxidante, siendo la fraccidbn de acetato de etio la que
concentra los metabolitos secundarios con mejor actividad antioxidante.

Palabras clave: actividad antioxidante, Bacchan's tricuneata.



I.  INTRODUCCION

En paises como Peru, poseedores de una aita biodiversidad, resulta especialmente
importante el estudio de partes de un vegetal, de extractos o de sustancias puras
aisladas que presentan significativa actividad terapéutica.

Las evidencias experimentales sugieren que los radicales libres (RL) y las especies
reactivas de oxigeno (ERQO) pueden estar relacionadas con un gran nimero de
enfermedades. Como las plantas producen gran cantidad de fracciones quimicas
que actuan como antioxidantes para controlar el estrés oxidativo causado por la
radiacion solar y el oxigeno, pueden servir de fuente para la obtencién de nuevos
compuestos antioxidantes (Bafna y Mishra, 2005).

Numerosos estudios en nutricibn humana, demuestran una estrecha correlacion
entre el consumo de frutas y verduras y la menor incidencia de enfermedades
crénico degenerativas, debido a su bajo contenido en colesterol y a la presencia de
vitaminas, fibras, antioxidantes naturaies y minerales. Asi mismo, el estrés oxidativo
ha sido asociado a la patogénesis de muchas enfermedades humanas, como:
arterioesclerosis, artritis, demencia, cancer, etc, es por ello que el uso de
antioxidantes, es estudiado de forma intensiva, en farmacologia; particularmente, en

el  tratamiento de accidentes cerebrovasculares y enfermedades



neurodegenerativas. Actuaimente, se sabe que tanto por causas ambientales
(radiacién), asi como por la ingesta de algun contaminante o incluso como
consecuencia de nuestro propio metabolismo, surgen algunas moléculas que nos
pueden provocar dafio. A estas se les conoce como especies oxigeno reactivas
(ROS), que se asocian a enfermedades como cancer, problemas cardiacos o al
natural envejecimiento humano. Entre los problemas que originan figuran:
destruccion de paredes celulares, inactivacion de enzimas, debilitamiento de la
capacidad defensiva, alteracion del sistema inmunoldgico e incluso dano del
material genético (Castarieda y Col., 2008).

Estudios recientes demuestran que ciertos productos de las plantas incluyen
sustancias fendlicas, como flavonoides y taﬁinos. Estas sustancias antioxidantes
naturales tienen normalmente una fraccion fenélica en su estructura molecular. Los
acidos organicos, carotenoides, hidrolizados de proteinas y taninos pueden actuar
como antioxidantes o tenerefectos sinérgicos cuando se utilizan conjuntamente con
antioxidantes fendlicos. Los antioxidantes fendlicos tienen un gran poder destructor
de radicales libres (Bafna y Mishra, 2005).

Los compuestos fendlicos, componentes biolégicamente activos, son los principales
agentes que pueden donar grupos hidroxilo a los radicales libres y de esta forma
romper la cadena de la oxidacién lipidica en el primer paso de iniciaciéon. Este
elevado potencial de los compuestos fendlicos para el barrido de radicales se puede
deber a sus grupos hidroxilo fendlicos (Castillo y Col., 2010).

Al ver que muchas enfermedades aquejan a nuestra sociedad en estas épocas
modemas, el presente trabajo trata de dar una alternativa frente a sus problemas de
salud y de esté manera mejorar el desempefio cotidiano, con una buena salud

dentro de esta sociedad.



El trabajo que se desarrollé fue determinar la actividad antioxidante de los diferentes

extractos de las hojas de Baccharns tricuneata “yéna taya”, para lo cual se utilizé al

DPPH como un radical libre estable, el cual se enfrenté con los diferentes extractos

obtenidos (extracto etandlico, extracto etéreo, extracto cloroférmico, extracto acetato

de etilo, extracto acuoso), dando como resultados positivos la disminucién de la

coloraciéon del DPPH, que va de un color violaceo hasta el desvanecimiento de dicha

coloracion, comparandose con el estandar de la vitamina C y quercetina a las

mismas condiciones.

Objetivo General:

» Evaluar la actividad antioxidante de los diferentes extractos obtenidos de las
hojas de Baccharis tricuneata “yana taya”.

Objetivos Especificos

» Realizar pruebas para identificar los metabolitos secundarios presentes en el
los diferentes extractos de las hojas de Baccharis tricuneata “yana taya™

» Comparar la actividad antioxidante de los diferentes extractos obtenidos de las

hojas de Baccharis tricuneata “yana taya”.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
Aronés (1999), realiz6 el analisis fitoquimico y determinacién del efecto
antinflamatorio de Bacchans salicifolia “chilco”; encontrando flavonoides y otros
metabolitos responsables de dicha actividad.
Castro (2002), evalub la actividad citoprotectora gastrica de Baccharns genistelloides
“kimsa cuchus”, demostrando la presencia de flavonoides y otros metaboltos
responsables de dicho efecto terapéutico.
Aguilar y Col. (2006), realizé un estudio de la etnoboténica, fitoquimica y
farmacologia de especies del género Baccharis (Asteraceas) utilizadas como
plantas medicinales en el departamento de Ayacucho, en la cual hace mencion a la
especie Bacchars tricuneata como antiinflamatorio.
Rojas (2009), realizdé estudios para la determinacion del efecto antinflamatorio del
extracto hidroalcohdlico de las hojas y flores de Bacchans tricuneata “yana taya” en
ratas albinas, demostrando dicho efecto.
De igual manera cabe mencionar trabajos de investigacion realizados en diferentes

universidades:



Hoyos (2008), realiz6 el disefio de una formulacién de aplicacion tépica a base de
Baccharis latifolia “chiica”, demostrando el efecto antiinflamatorio en ratas, este
trabajo fue realizado en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Diaz y Col. (2007), evaludé la actividad antiinflamatoria de una crema a partir del
extracto purificado de Baccharis tricuneata (L.f.) Pers. “taya”, demostrando que las
sustancias fendlicas presentes en el extracto son los responsables de dicha
actividad, este trabajo fue realizado en la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga”
de Ica.

2.2. Principales constituyentes del género Baccharis

En todas las especies del género Baccharis se han identificado diversos metabolitos
secundarios. Los metabolitos secundarios son sustancias que tienen una estructura
compleja, que puede presentarse en una especie o en grupos de especies afines.
Su funcién dentro de la planta es poco conocida. Son estos metabolitos
secundarios, presentes a veces en concentraciones muy bajas, los que ejercen un
efecto fisioldégico o farmacoldgico sobre el hombre (Garcia, 2007).

Los compuestos que mas se destacan en el génefo Baccharis son los flavonoides,
clerodanos y labdanos, aunque también se ha observado con cierta frecuencia la
presencia de kauranos, triterpenos, germacreno, acidos cumaricos, tricotecenos,
sesquiterpenos y fenilprbpanéides. Entre las especies mas investigadas en cuanto a
la composicidn quimica y actividad biolégica, se encuentran B. megapotamica, B.
incarum, B. trimera, B. trinervis, B. salicifolia, B. crispa, B. coridifolia, B.
dracunculifolia, B. grisebachii y B. tricuneata (Gonzaga y Col,, 2005).

Los flavonoides y otros compuestos fendlicos, diterpencides y componentes
volatiles han sido reportadas como las mas importantes fito-componentes del

género Baccharis (Abad y Bermejo, 2007).



2.3. Distribucién geografica del género Baccharis

El género Baccharis es el mas rico en especies dentro de la tribu Asteraceae. Su
distribucién geografica es exclusivamente americana: se extiende desde el sur de
los Estados Unidos de América hasta el extremo austral de Argentina y Chile. En
esta vasta area se encuentra profusamente diversificado, ocupando gran variedad
de ambientes y constituyendo un importante elemento en numerosas formaciones
vegetales (Garcia, 2007).

Baccharnis tricuneata es una especie panandina. La distribucion es discontinua
llamando la atencién un gran vacio entre Colombia y Ecuador y otro mucho mayor
desde el paralelo 17° al 36° Sur aungue falta mucho por explorar estos vacios no
pueden interpretarse solo por la falta de datos. Es indudable que en gran parte
existen y que son causadas por desigualdades de condiciones ecoldgicas a lo largo
de la cadena andina (Cuatrecasas, 2001).

24. Baccharis tricuneata “yana taya”

2.4.1. Taxonomia

La descripcion taxonémica estuvo a cargo de la Bidloga Laura Aucasime Medina,

segun el herbario Huamangensis (Anexo N°01).

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Baccharis

ESPECIE : Bacchanis tricuneata (LF,) Pers.
N.V. : “yana taya”



2.4.2, Descripcion botanica de Baccharis tricuneata

Arbusto de hasta 1,2 m de altura, muy ramificado y lignificado desde la base,
apretado de follaje en las partes terminales y distinguibles por sus hojas pequenias,
coriaceas y muchas de borde entero. Las flores se reunen en cabezuelas o
capitulos, blanquecinas, pequefias, axiales o terminales de 0,5 a 1 cm. de longitud,
solitarios o en grupos de dos a mas, multibracteadas, con péndulos cortos, de dos a
tres mm. de longitud de color blanquecino. Flores: la especie es dioica. Flores
masculinas de unos 0,7 mm de longitud, el papus y la corola pilosos, ésta con cinco
dientes en la parte terminal. Los estambres son cinco, con anteras muy alargadas y
amarrillas cuando frescas. En las flores masculinas el gineceo es reducido (infértil) y
el estigma brevemente excerto. Flores femeninas algo mas grandes que las
masculinas, con el papus glabro, la corola filiforme, raramente pilosa en la parte
distal, conteniendo en su interior el gineceo que es excerto (Paca y Col, 2003).

2.4.3. Composicion quimica

Rojas (2009), en el trabajo de investigacion denominado determinaciéon del efecto
antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico de las hojas y flores de Baccharis
tncuneata “yana taya”, ha identificado metabolitos secundarios como: alcaloides,
compuestos fendlicos, flavonoides, compuestos triterpénicos y/o esteroides,
azucares reductores, lactonas, cumarinas, glicosidos cardiotonicos, aminoacidos y
grupos amina.

En los informes sobre la cémposicién del aceite esencial de las partes aéreas de
Baccharis tricuneata (LF.) Pers. var. ruiziana Cuatrecassas, reportan un alto
porcentaje de nerolidol (68 %) y la presencia en menor cantidad de monoterpenos,
seguido de hidrocarburos de sesquiterpeno y sesquiterpenos oxigenado (Abad y

Bermejo, 2007).



En el trabajo de investigacién de Gonzaga y Col. (2005), menciona a la flavanona
identificada como 5,4-OH-7-OMe-Flavanona (sakuranetina), como uno de los

flavonoides presentes dentro de la especie Baccharis tricuneata.
OH
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Figura 1. Sakuranetina
2.4.4. Propiedades farmacoldgicas
Esta planta es utilizada en el tratamiento de heridas, ulceras, fiebre, enfermedades
gastrointestinales, diuréticas, analgésicas, tratamientos de diabetes, antibitico y
mordedura de serpiente. La especie Baccharis tricuneata (LF.) Pers. popularmente
lamada “taya”™ es utiizada como emplastos de hojas y en el tratamiento de
infecciones de piel, inflamacion y diabetes. Estudios realizados demostraron la
presencia y elucidacion de metabolitos activos, los cuales son los responsables de
la actividad antiinflamatoria y antibacteriana (Diaz y Col., 2007).
Bacchanis tricuneata (LF.) Pers. (Sanalotodo) se usa en Venezuela como
decocciones o infusiones de hojas y tallos para infecciones de la piel y la diabetes.
(Abad y Bermejo, 2007).
Aproximadamente 60 especies del género Baccharis de acuerdo a la revision
etnofarmacologica; tradicionalmente son empleadas como antiinflamatorias en
luxaciones, torceduras, heridas, golpes, inflamaciones articulares y de las vias
urinarias. También se ha descrito el uso como analgésicos en la migrana, en dolores

corporales y dolores mestruales. Trabajos realizados sobre algunas especies del



género Baccharis reportan actividad antiinflamatoria, actividad gastroprotectora,
actividad analgésica (Gonzales y Col.,, 2007).

2.5. Radicales libres

Los radicales libres (RL) son moléculas que en su estructura atémica presentan un
electrén no apareado (aquel que ocupa una 6rbita atébmica o molecular por si
mismo), pueden existir de forma independiente y que, debido a la inestabilidad de su
configuracion electrénica, son generalmente muy reactivos. Esta reactividad es la
base de su toxicidad y de su corta vida (Vaya y Aviram, 2001).

La generacion de RL no se ha de relacionar siempre con su toxicidad debido a que
la funcién que desarrollan presenta dos caras opuestas, por un lado actuan como
mediadores y reguladores a concentraciones fisioldgicas, mientras que a
concentraciones elevadas pueden actuar como potentes oxidantes citotoxicos.

En los sistemas vivos se generan muchos tipos de radicales libres, siendo los mas
conocidos los radicales del oxigeno. Se utiliza el término Especies Reactivas del
Oxigeno (reactive oxygen species, ROS) como nombre colectivo para referirse a las
especies derivadas del oxigeno, incluyendo tanto los derivados radicales como los
no radicales, que son agentes oxidantes y/o facimente convertibles en oxidantes.
De forma analoga existen Especies Reactivas del Nitrégeno (RNS), del cloro (RCIS)
y del bromo (RBrS).

Debido al propio funcionamiento del metabolismo aerébico, pequefias cantidades de
ROS se generan constantemente en el organismo, la mayoria a partir de las
cadenas de transporte de electrones. Destacan el radical hidroxilo (OH), el anién
superoxido (Oy), y el peréxido de hidrogeno (H,O,) (Ugartondo, 2009).

Las principales fuentes de radicales libres en nuestro organismo pueden generarse

a partir de fuentes endégenas, relacionadas con el metabolismo del oxigeno y con



las diversas reacciones de defensa de nuestro sistema inmunitario, 0 de fuentes
exbégenas, como el tabaco, la contaminacion del aire, la radiacion UV, el ozono y
ciertos medicamentos. Aunque la exposicion a los ROS procedentes de fuentes
exbgenas sea extremadamente elevada, la exposiciébn a fuentes endogenas es
mucho mas importante y extensa, debido a que es un proceso que se da en forma
continua en las células de nuestro organismo a lo largo de la vida (Ugartondo,
2009).

2,6. Antioxidantes

Gutteridge y Halliwell (1999), definieron' “antioxidante” como “cualquier sustancia
que, cuando esta presente a bajas concentraciones respecto a las de un sustrato
oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidacion de este sustrato”.

Los antioxidantes son un grupo de moléculas reconocidas por su capacidad para
neutralizar los radicales libres, estas sustancias han surgido como una alternativa
para combatir las deficiencias asociadas al estrés oxidativo (Ugartondo, 2009).

Los antioxidantes constituyen un grupo de sustancias que, cuando estan presentes
en bajas concentraciones (en relacién con otros compuestos oxidables), inhiben o
retrasan los procesos oxidativos, a través de un mecanismo que suele conllevar su
propia oxidacién. Los suplementos antioxidantes, o los alimentos que contienen
antioxidantes, pueden ser usados para reducir los dafios oxidativos relacionados
con la edad y con enfermedades como la arteriosclerosis, diabetes, cancer, cirrosis,
etc. (Vaya y Aviram, 2001).

Los antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia
oxidativa y tener mas de un mecanismo de accién (Halliwell y Gutteridge, 1999).
Para que un antioxidante tenga actividad antiradicalaria debe cumplir una

caracteristica basica que es generar un radical mas estable y menos danino,
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después de reaccionar con la especie radical esta reaccibn se basa en una
transmision redox en la que esta implicada la donaciéon de un electrén (o un atomo
de hidrogeno) a la especie radicalaria. Como resultado de esta transferencia, se
formara un radical derivado del antioxidante que puede tener caracter inerte, estable

o presentar cierta reactividad (Ugartondo, 2009).

e O6H

Radical
derivado del
antioxidante  mas estable

Figura 2. Mecanismo antiradicalario (Ugartondo, 2009).
2.7. Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos o polifendlicos constituyen un grupo considerable de
compuestos que pueden definirse, de una forma concisa y desde el punto de vista
quimico como compuestos organicos presentes en la naturaleza que poseen, al
menos, un anillo aromatico, con uno 0 mas grupos hidroxilo unidos a él (esos grupos
funcionales pueden ser sustituidos por ésteres, metil-ester, glicosidos, etc.), aunque
una definicion mas precisa se basa en su origen metabdlico como aquellas
sustancias derivadas del metabolismo de la ruta del shikimico y de los
fenilpropanoides.
Los compuestos polifendlicos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
principaimente en forma de subproductos generados por el metabolismo,
apareciendo como metabolitos secundarios en todas las plantas (Murioz y Col,
2007).
La naturaleza quimica de los compuestos polifendlicos es muy heterogenea y

engloba un amplio surtido de disposiciones estructurales de familias de polifenoles
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que pueden englobar desde estructuraé lbres a conjugadas (estructuras
polifendlicas unidas a otras sustancias de distinta naturaleza). Asi, los flavonoides
son compuestos polifendlicos que reflejan un gran numero de estos disefios
estructurales (Munoz y Col., 2007).

2.7.1. Flavonoides

Las plantas superiofes sintetizan una amplia variedad de compuestos fenélicos
durante su crecimiento y desarrollo, entre ellos, los flavonoides. Estos compuestos,
se originan mediante una ruta biosintética mixta (a través de la ruta del acido
shikimico y la ruta de los policétidos), intervienen en los vegetales en la formacion
de pigmentos (contribuyendo a la coloracién de frutos, flores y hojas), en la
proteccion frente a la radiacion ultravioleta, en la defensa durante la interaccion
planta-patégeno y, posiblemente, modificando la accién de distintas hormonas
vegetales (auxinas y citoquinas) (Villar del Fresno, 1999).

2.7.1.1. Estructura quimica

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos
(A y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de
carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al &'

12 (Figura 3.) (Lock de Ugaz, 1994).

Figura 3. Nucleo basico de un flavonoide (Lock de Ugaz, 1994).
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Los flavonoides, en general, poseen capacidad para neutralizar radicales libres,
responsables, cuando estan dotados de un alto grado de reactividad, de la aparicién
de determinadas patologias o del agravamiento de las mismas. Esta accién
antirradicalaria es, en algunos casos, heterogénea en relacién a los distintos tipos
de radicales libres (anién superéxido, radical hidréxilo, etc.). Diferentes grupos de
flavonoides interaccionan in vitro con el radical libre estable 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH), lo que se utiliza para poner de manifiesto de manera general,
su actividad antirradicalaria.

La capacidad de los flavonoides para prevenir ia 6xidaci6n del acido ascorbico es un
hecho reconocido en la proteccién de esta vitamina en los zumos frescos de frutas.
Es obvio que tal propiedad provee a los flavonoides de una actividad protectora de
los sustratos oxidables (por éjemplo, membranas lipidicas).

Las investigaciones recientes inducen a pensar que existe una base comun que
explicaria los efectos farmacolégicos de los flavonoides, considerandose la actividad
antioxidante como la mas probable para jugar este papel (Bruneton, 2001).

Los flavonoides, en general, no parecen ser téxicos. Consumidos en ia dieta
habitual en cantidades apreciables (alrededor de un gramo diario, por término
medio) podrian proporcionar a nuestro organismo a niveles significativos para
ejercer algunas acciones farmacolégicas de la amplia gama que poseen. Con el fin
de estudiar la posible asociacién entre el consumo de flavonoides con la dieta y la
potencial reducoién de la morbilidad y mortalidad coronaria, se ha llevado a cabo un
estudio de cohorte con 5133 pacientes, durante mas de veinte anos. El analisis
estadistico de los datos han permitido determinar una relacién inversa entre la
ingestion de flavonoides y mortalidad por enfermedad coronaria, lo que podria

deberse a que el efecto antioxidante de los flavonoides ejerza una proteccion de ias
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lipoproteinas de baja densidad (LDL), previniendo o retrasando el desarrollo de la
aterosclerosis (Villar del Fresno, 1999).

2.71.2. Clasificacién de los flavonoides

Las variaciones estructurales en los anillos permiten subdividir a los flavonoides en
seis subclases (Figura 4): flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavanonoles

y antocianidinas (Manach y Col., 2004).

Flavonoles

Dy
" OH

Isoflavonas Flavanonoles Antocianidinas

Figura 4. Estructura de los flavonoides mas comunes en la naturaleza (Manach
y Col., 2004).
2.7.1.3. Actividad antioxidante de los flavonoides
Los flavonoides forman parte del denominado sistema de defensa antioxidante
exdgeno del organismo, es decir, aquellas defensas que se adquieren a través de la
dieta. Existen tres tipos de mecanismos que pueden explicar la actividad

antioxidante de estas defensas:
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1. La transferencia de electrones que determina que el antioxidante se transforme
en una molécula radical activa.

2. La transferencia de electrones que determina la formacién de una molécula
antioxidante inactiva o estable.

3. Pequenias moléculas que actiian como enzimas antioxidantes.

El mecanismo por el cual ejercerian su actividad antioxidante los flavdnoides seria la

transferencia de electrones que conlleva la aparicion de una molécula radical activa,

pero también estaria implicada la capacidad. de estos compuestos para quelar

metales (Cadenas, 1997).

Los flavonoides deben cumplir dos requisitos mas para ser considerados moléculas

antioxidantes: Primero.- A bajas concentraciones deben proteger a los compuestos

contra la oxidacién o el dano por radicales libre y Segundo.- El radical flavonoide

formado (llamado radical aroxio) debe ser lo suficientemente estable para que la

funciéon antioxidante sea efectiva. También es importante la accesibilidad del

flavonoide al radical oxidante (Halliwell, 1995).

Con respecto a su estructura, los flavonoides con sustituyentes dihidroxilicos en

posiciones 3" y 4° en el anillo B se muestran mas activos como antioxidantes y es

potenciado este efecto por la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3,

un grupo OH libre en la posicién 3 y un grupo carbonilo en la posicién 4. Ademas,

las agliconas se muestran mas potentes en sus acciones antilipoperoxidativas que

sus correspondientes glicésidos (Escamilla y Col., 2009).

Conforme a lo mencionado anteriormente, la quercetina es el flavonoide que reune

los requisitos para ejercer una efectiva funcién antioxidante, pues ésta es cinco

veces mayor que la de las vitaminas C y E, ademas de poseer una hidrosolubilidad

similar a esta ultima. Por eso la rutina (quercetina-3-b-D-rutinésido) es, hasta el
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momento, el unico flavonoide en presentacién farmacolégica (combinada) en

nuestro pais (Escamilla y Col., 2009).
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucién
El presente trabajo de investigacion se desarrollé en los Laboratorios del Area de
Farmacia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
3.2. Definicién de la poblacién y muestra
3.2.1. Poblacion.- Hojas de la especie Bacchans tricuneata ‘yana taya”
-procedentes de la localidad de Quinua, del departamento de Ayacucho, colectadas
en buen estado de conservacion.
3.2.2. Muestra.- La muestra estuvo constituida por 500 g de hojas secas de
Baccharis tricuneata “‘yana taya”.
3.3. Diserio metodolégico para la recoleccion de datos
3.3.1. Recoleccion e identificacion de muestra
Las hojas de Baccharis tricuneata “yana taya’ fueron recolectadas en las alturas
del distrito de Quinua, departamento de Ayacucho, a 3 500 m.s.nm. Se
muestrearon aleatoriamente en horas de la manana (8:00 a.m.) recolectandose la
planta en buen estado de conservacion, durante el mes de octubre. Fueron

limpiadas, secadas y guardadas en bolsas de tela de color oscuro (Rojas, 2009).



La muestra recolectada fue trasladada a los Laboratorios del Area de Farmacia de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, y fueron desecados a
temperatura ambiente y luego se procedi6é con pulverizarlas utilizando un molino de
cuchillas, para obtener un polvo seco que fueron almacenandose en frascos ambar
para su posterior maceracion con etanol al 80 %.

En la identificacion botanica se emplearon las hojas, flores y raiz de la muestra, la
cual estuvo a cargo de los especialistas del Herbario Huamangensis de la Facultad
de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
3.3.2. Preparacion de extractos

Se realizé la maceracién de 500 g de las hojas secas molidas, realizando una
extraccion hidroalcohélica con tres litros de etanol al 80 % con doble extraccion (se
maceré en frascos de color ambar por siete dias, durante los cuales se agité el
frasco periddicamente para que el alcohol se distrbuya homogéneamente);
posteriormente se filtr6 y se reunieron los filtrados, obteniéndose un solucién
hidroalcohdlica total, posteriormente se llevé a evaporacion con la ayuda del
rotavapor BUCHI 3000 (extracto etandélico). Fue desengrasado con éter de petréleo
con la finalidad de eliminar grasas, ceras, pigmentos y otros metabolitos, a este
extracto se llevd a sequedad (extracto etéreo), luego se procedié6 a extraer con
cloroformo recogiendo la fase cloroférmica y llevandola también a sequedad
(extracto cloroférmico) y finalmente se realiz6 una extraccion con acetato de etilo, la
cual se evapor6 a sequedad (extracto acetato de etilo) (Aguilar, 2010).

3.3.3. Tamizaje fitoquimico

La caracterizaciéon fitoquimica se basé en el agupamiento de metabolitos
estructuralmente semejantes, para identificarlos por su comportamiento quimico

frente a reacciones estandarizadas. Se realizaron las pruebas de coloracién al
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extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis tricuneata “yana taya” que se
fundamentan en los cambios estructurales ocasionados en los metabolitos
presentes, como aparicion o desaparicion de una coloracion, formacién o dilucién de
un precipitado o desprendimiento de gas (Lock de Ugaz, 1994; Miranda y Col,,
2000).

34. Prueba cromatografica
Preparacion de las soluciones estandar:

Las soluciones estandar que se usaron fueron: quercetina, rutina, acido clorogénico,
acido caféico de 0,2 mg/mL.

Preparacién de la solucion muestra:

Los extractos secos de cada una de las fracciones se disolvieron en metanol.
Sistema Cromatografico:

Fase estacionaria: Placa de cromatografia silicagel G254.

Fase movil: Butanol: Acido acético: Agua (4:1:5) (Lock de Ugaz, 1994)

Volumen de inyeccion: 20 L.

Revelador: Luz ultravioleta, vapores de amoniaco.

3.5. Prueba espectral

Preparacion de las soluciones estandar:

Las soluciones estandar que fueron usadas: quercetina, acido clorogénico, acido
cafeico, acido ferulico en metanol a concentracién de 0,2 mg/mL.

Preparacién de la soluciéon muestra:

Los extractos secos de cada una de las fracciones se disolvieron en metanol en fiola
de 50 mL.

Sisfema espectrofotométrico:

Celda: Cuarzo de 1 cm.
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Longitud de onda: 200 nm a 500 nm.

Blanco: Metanol.

Se registraron los espectros e identificaron los maximos picos de absorcion por
comparacion con los espectros de los estandares.

3.6. Determinacion de la actividad antioxidante

3.6.1. Actividad secuestradora del radical 1,1, - difenil-2-picrilhidrazilo.

Para determinar la capacidad antioxidante es aquel que emplea al radical DPPH
(11-difenil-2-picril hidrazio hidratado), el cual por su estabilidad, destruido
solamente por antioxidante, de tal manera que el mejor compuesto destructor del
DPPH sera el mejor antioxidante.

Fundamento:

La técnica empleara el DPPH que tiene un electrén desapareado y es de color azul-
violeta, se basa en la desaparicion de dicho color hacia el amarillo palido por la
reaccion de la sustancia antioxidante, pudiendo cuantificarse la reaccion
espectrofotométricamente a 517 nm por diferencia de absorbancias, con lo que se
determina el porcentaje de inhibicion del radical DPPH (Castaieda y Col., 2008).

La reduccién del DPPH sigue la siguiente reaccion:

|

AH — + A
ON NO2 N NO»
NO» NO3z
DPPH DPFH-H
(purple, $17 nm) (colorless)

Procedimiento

Para el ensayo se utilizaron lo siguiente:
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Una solucion metanélica de DPPH de 20 mg/L.

Una solucion metandlica de la fracciéon de acetato de etilo de 300 ug/L (Solucién
A)

Un blanco con metanol: agua (2: 1) para ajustar el espectrofotémetro a cero.

Un blanco de muestra con 0,75 mL de muestra (Solucion A) y 1,5 mL de
metanol.

Un patron de referencia (estandar) con 1,5 mL de DPPH y 0,75 mL de agua
destilada.

La muestra con 0,75 mL de solucién A y 1,5 mL de DPPH obteniéndose una
concentracion final de 100 ug/mL, dejar a temperatura ambiente por cinco
minutos y leer a 517 nm en el espectrofotémetro.

Diluir la solucién A (2) con metanol en una proporcion de 1: 2 (solucion B) para
obtener una concentracion final de 50 ug/mL y luego en una proporcién de 1: 10
(solucion C) para obtener una concentracion final de 10 ug/mL.

Con las soluciones B y C se procede igual que en el caso anterior.

Calculos:

(Az— Ay)

%5 Actividad antioxidante = ll - ™ } X100

Dénde:

Ay- Absorbancia del patron de referencia
A, Absorbancia de la muestra

Ajz. Absorbancia del blanco de la muestra
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3.7. Analisis de datos

Los datos fueron organizados en cuadros y una matriz para calcular la media y la

desviaciéon estandar. La significancia estadistica fue determinado mediante el

andlisis de varianza multiple
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IV. RESULTADOS



CUADRO N° 01. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcéholico

de las hojas de Baccharis tricuneata “yana taya”. Ayacucho- 2012.

Metabolitos
. Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Fenoles y/o Cloruro férrico i6
taninos +++ Coloracion verde negro
Triterpenos y/o Liebermann- . )
esteroides Burchard ++ Coloraciéon amarillo pardo.
Flavonoides Shinoda ++ Coloracién rojo intenso
Aminoécidos e
(aminas) Ninhidrina ++ Coloracion violeta
Lactonas y/o Baliet L
cumarinas J +++ Coloracién rojo
Glicosidos Kedde o
cardioténicos +++ Coloracién purpura
Hager + Precipitado blanco
Alcaloides
Dragendorf + Precipitado naranja
LEYENDA:
8] : Ausente
+) : Poco

(++) : Moderado

(+++) : Abundante
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CUADRO N° 02. Metabolitos secundarios presentes en los diferentes extractos de
las hojas de Baccharis tricuneata “yana taya’. Ayacucho —2012.

(++) : Moderado

(+++) : Abundante

25

Metabolitos ]
Extracto Ensayo Resultados ] Observaciones
secundarios
Shinoda +++ Flavonoides Coloracion rojo
Hidroalcohélico Cloruro +++ Compuestos | Coloraciéon verde
férrico fendlicos negro
Cloruro + Compuestos | Coloracion verde
) férrico fenolicos amarilla
Etéreo
Shinoda + Flavonoides Coloracion rojo
Cloroférmico Cloruro +++ Compuestos | Coloracion verde
férrico fendlicos negro
Shinoda +++ Flavonoides Coloracién rojo
Acetato de etilo Cloruro +++ Compuestos | Coloracién verde
férrico fendlicos negro
Shinoda ++ Flavonoides Coloracién rojo
Acuoso Cloruro +++ Compuestos | Coloracién verde
férrico fendlicos negro
LEYENDA:
() : Ausente
+) : Poco




CUADRO N° 03: Caracteristicas cromatograficas de los diferentes extractos

obtenidos de las hojas de Baccharis tricuneata “yana taya”. Ayacucho-2012.

Extractos Visualizacién Fluorescencia al ultravioleta
Visible Sin NH; Con NH;
Etandlico Amarillo Celeste Se intensifica la
coloracién.
Etéreo Amarillo Celeste Se intensifica la
coloracion.
Cloroférmico Amarillo Celeste Se intensifica la
coloracion.
Acetato de etilo Amarillo Celeste, azuly | Se intensifica la
marrones coloracion.
Acuoso Amarillo Celesté y Se intensifica la
marrones coloracion.
Quercetina Amarillo Azul Se intensifica la
coloracién.
Rutina Amarillo Purpura Se intensifica la
coloracioén.
Acido clorogénico Amarillo Celeste Se intensifica la
coloracion.
Acido caféico Amarillo Celeste Se intensifica la

coloracion.
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CUADRO N° 04: Caracteristicas espectrales en el espectro ultravioleta, de los
diferentes extractos obtenidos las hojas de Baccharis tricuneata “yana taya”, en
comparacion con estandares como acido caféico, acido ferulico y acido clorogénico.

Ayacucho-2012.

Extractos Longitud de onda de maxima absorbancia (nm)
Banda Il Banda |

Etandlico 293 324
Eter de petroleo 292 -
Clorof6rmico 292 -
Acetato de etilo 295 325
Acuoso - 325
Quercetina 255 370
Acido clorogénico 245 330
Acido caféico 235 325
Acido fenilico 235 320
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se propuso demostrar que los extractos obtenidos de hojas
de Baccharis tricuneata “"yana taya” presentan actividad antioxidante, los cuales son
los responsables de las actividades farmacolégicas ya descritas.

El tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohélico desarrollado segun la técnica de
Lock de Ugaz (1994) y Miranda y Cuellar (2000), reporta la presencia de los
metabolitos secundarios como: flavonoides, taninos y/o fenoles, triterpenos y/o
esteroides, aminoacidos, Iactonas‘ y/lo cumarinas, glicésidos cardiotonicos y
alcaloides (Cuadro N° 01); estos hallazgos concuerdan para el mayor nimero de
metabolitos secundarios presentes en Baccharis tricuneata reportados por Rojas
(2010), ademas el género Baccharis presenta en su composicién flavonoides y otros
compuestos fenolicos, diterpenoides y componentes volaties (Abad y Bermejo,
2007).

Para la extraccién de los diversos metabolitos se utilizdé solventés con diferentes
finalidades, el éter de petrdleo con 1a finalidad de eliminar las grasas y clorofila, la
segunda extracciébn con cloroformo tiene como fin eliminar los terpenos vy

sesquiterpenos, la tercera extraccién con acetato de etilo tiene la finalidad de extraer



compuestos feﬁélicos, y finalmente nos queda como residuo la fase acuosa que
también fue estudiado para evaluar la actividad antioxidante (Aguilar, 2010).

La literatura refiere que los flavonoides, en general, poseen capacidad para
neutralizar radicales libres, responsables, cuando estan dotados de un alto grado de
reactividad (Bruneton, 2001). La presencia de flavonoides ha sido verificada con la
reaccidon de Shinoda al dar un compuesto de color rojo, lo que es un indicador
positivo para flavonoides para los extractos etandlico, cloroférmico, acetato de etilo y
acuoso (Cuadro N° 02 y Anexo N° 03), también se demuestra la presencia de
fenoles por la reaccién con cloruro férrico al 1% que da una coloracién verde negro
caracteristico (LocK de Ugaz, 1994). Los flavonoides y fenoles fueron detectados en
la fraccion de acetato de etilo, mediante cromatografia en capa fina, y observados a
la luz UV 366 nm. Las manchas caracterizadas fueron encontradas en la fraccion
acetato de etilo como se puede observar en el Anexo N° 04, las manchas de color
celeste en los diferentes extractos y en el extracto acetato de etilo manchas de color
celeste, azul y marrén, lo cual segun Lock de Ugaz (2004) la detecciéon de los
flavonoides por cromatografia de capa delgada desarrollan en el UV manchas
fluorescentes azules, rosadas, naranjas, purpuras y otros que se intensifican o
cambian de color luego de su exposicion a vapores de amoniaco, lo cual se pudo
apreciar en la parte experimental (Cuadro N° 03).

Las flavonas y flavonoles muestran dos bandas definidas: La banda |, de mayor
longitud de onda en &l rango 300-390 nm asociada con la funcionalidad cinamoilo, y
la banda ll, entre 250-280 nm debida al anillo aromatico A (funcionalidad benzoilo),
aunque a veces se observan otras bandas de absorcién. La posicion de la banda |
depende del tipo de flavonoide: las flavonas se muestran en 310-350 nm, los

flavonoles 3-O-sustituidos en 330-360 nm, y los flavonoles en 350-385 nm. (Mabry y
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Col., 1970). Espectrofotométricamente observamos que cada extracto posee
diferente longitud de onda y en comparacién con los estandares utilizados podemos
apreciar en el Cuadro N° 04, segun la clasificacion de Mabry y Col. (1970), la
fraccion acetato de etilo que presenta una longitud de onda de 325 nm perteneceria
a una flavona, Lock de Ugaz (1994), compara también los espectros de los
flavonoides en las que presentan dos maximos de absorcién y los clasifica segin -
rangos de banda | y Il para cada tipo de flavonoides; para lo cual si la banda Il se
encuentra entre 275 -295 y la banda | se encuentra entre 300 — 330 el tipo de
flavonoide al que pertenece es a una isoflavanona o dihidroflavonoles, a la cual
pertenece el extracto de acetato de etilo de las hojas de Baccharis tricuneata.

La actividad antioxidante se evalué utilizando el método de captacién del radical 1,1-
difenil-2-picrilhidraZD&®PH), donde se observé que los compuestos fendlicos y
flavonoides presentes en el extracto acetato de etilo, mostraron actividad
antioxidante dependiente de la concentracién (Cuadro N° 05), pero no mostraron
diferencias cuando se compara con la quercetina y la vitamina C, tal como se
muestra en sus respectivas pruebas estadisticas (Anexo N° 06), donde existe
significancia en las concentraciones ensayadas, pero no con las sustancias de
comparacion, es decir tiene una actividad antioxidante comparativamente similar a
la quercetina y la vitamina C. De la actividad antioxidante de los fiavonoides se sabe
que las flavonas y flavonoles se muestran activos contra los radicales libres
(Bruneton, 2001). Ademas Gonzaga y Col. (2005), menciona a la flavanona
identificada como 5,4’-OH-7-OMe-Flavanona (sakuranetina) como uno de los
flavonoides presentes dentro de la Baccharis tricuneata y Abad y Bermejo (2007), le

atribuyen al género Baccharis en su fito-composicion flavonoides y otros
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compuestos fendlicos, diterpenoides y componentes volatiles. Lo cual explica la alta
actividad antioxidante de los flavonoides semejante a los estandares utilizados.

Ami¢ y Col. (2003), reportan un estudio de 29 flavonoides para determinar la
relacién estructura actividad secuestradora sobre el radical libre DPPH. En todos los
casos sefnalan que los flavonoides son antioxidantes, por su capacidad de donar un
atomo de hidrégeno a los radicales libres. Del mismo que Jung y Col. {2003),
refieren que la capacidad secuestradora de radicales libres depende de su
estructura molecular y la disposicién de los grupos hidréxilos, de la disponibilidad de
los hidrégenos fendlicos y la posibilidad de estabilizacién del radical fenéxilo
resultante via enlaces o por deslocalizaciéon electrénica, de este modo segun la
bibliografia reporta a la flavonona sakurentina dentro de su composicién la cual
presenta grupos hidroxilos capaces de donar electrones es asi que en el exiracto
hidroalcohdlico, la fraccién cloroférmica, la fraccién acetato de etilo y la fraccion
acuosa tuvieron una actividad antioxidante superior al 50 %; y la fraccién de acetato
de etilo fue la que mostré la mejor actividad antioxidante en las diferentes
concentraciones 100 pg/mL, 50 pg/mL y 10 pg/mL (98,6 %; 98,0 %; 956 %), esto
debido a que los diferentes solventes utilizados arrastraron diferentes metabolitos
que presentan actividad antioxidante, los mas polares como el agua o etanol para
glicosidos o agliconas muy hidroxiladas, hasta menos polares como éter y
cloroformo para flavonas altamente metoxiladas (Lock de Ugaz, 1994); es asi que
los solventes utilizados para su extraccién son seleccionados de acuerdo con la
polaridad de los flavonoides. Los glicésidos y las geninas mas polares, tales como
flavonas hidroxiladas, flavonoles, auronas y chalconas son generalmente aislados a
partir del material vegetal por extraccién con acetona, alcohol, agua o mezcla de

éstos. Las geninas altamente metiladas (menos polares), son usualmente extraidas
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con solventes tales como cloroformo, éter o acetato de etilo. Concluyéndose que
las hojas de Bacchans tricuneata “yana taya” tiene actividad antioxidante, siendo la

fraccion de acetato de etilo la que concentra los metabolitos secundarios con mejor

actividad antioxidante.
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VI. CONCLUSIONES

» Los diferentes extractos obtenidos de las hojas de Baccharis tricuneata “yana
taya” presentan actividad antioxidante.

» Los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico de las
hojas de Baccharis tricuneata “yana taya”, son: flavonoides, fenoles y/o taninos,
triterpenos y/o‘ esteroides, aminoacidos, lactonas y/o cumarinas, glicésidos
cardioténicos y alcaloides. Los flavonoides y compuestos fendlicos fueron
evidenciados mediante ensayos de cromatografia y espectrofotometria
ultravioleta.

> El extracto acetato de etilo presenta mejor actividad antioxidantes en sus tres
concentraciones de 100 pg/mL, 50 pg/mL y 10 pg/mL (98,6 %; 98,0 %; 95,6 %);
en comparacién con los diferentes extractos obtenidos de las hojas de

Baccharis tricuneata “yana téya”.



VI. RECOMENDACIONES
Evaluar la actividad antioxidante del extracto acuoso de las hojas de Baccharis
tricuneata “yana taya”, puesto que asi es como se emplea tradicionalmente.
Proseguir con los estudios de la actividad antioxidante in vivo e in vitro de las
hojas de Bacchans tricuneata “yana taya”, puesto que demostré tener buena
actividad antioxidante.
Aislar los flavonoides responsables de dicha actividad, por métodos mas
especificos como por Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Realizar estudios de toxicidad de las hojas de Baccharis tricuneata “yana taya”.
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ANEXOS



ANEXO N°01

Certificado de clasificacién taxonémica de Baccharis tricuneata “yana taya”.

El JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE A FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTI!IFI1ICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Tania Margoth, HUARANCCA
QUISPE, ha solicitado la idenfificacién de una muestra vegetal para trabajo de

tesis.
Dicha muestra ha sido estudiada. y determinada segtn el Sistema de Clasificacion

de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE : "~ ASTERIDAE

ORDEN T ASTERALES

FAMILIA ; ASTERACEAE

GENERO : Baccharis _

ESPECIE S Baccharis tricuneata {LF)) Pers.

N.V. : : “yana taya”

~ Se expide la certificacidn correspondiente a solicitud de la interesada

para los fines que estime conveniente,

Ayacucho, 21 de Setiembre del 2012




ANEXON°02
Obtencion de los diferentes extractos de las hojas de Baccharis tricuneata “yana

taya”.
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ANEXO N° 03
Reaccion de Shinoda y de cloruro férrico para la identificacion de metabolitos
secundarios en los diferentes extractos obtenidos a partir de las hojas de Bacchans

tricuneata “yana taya”.
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ANEXO N° 04
Cromatografia en capa fina del extracto etandlico (1), extracto etéreo (i), extracto
cloroférmico (lit), extracto acetato de etilo (1V), extracto acuoso (V), quercetina (VI),

rutina (VII), acido clorogénico (VIil), acido caféico (IX), visto a la luz ultravioleta.

b
e the
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ANEXO N°05
Espectros ultravioletas de los estandares. Aacido caféico, acido fenllico, acido

clorogénico, quercetina y de los diferentes extractos obtenidos de las hojas de

Bacchans tricuneata “yana taya”.
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ANEXON°06

Analisis de varianza del porcentaje de la actividad secuestradora del DPPH por

parte de los metabolitos secundarios presentes en los diferentes extractos obtenidos

a partir de las hojas de Baccharis tricuneata “yana taya”.

ANQOV A%
Meétodo Grico
Suma de Media
cuadvados g cuadritica F Sg |
Captaciondel ~ Covariables Extractos 1693188 1] 1693188 10925 002
DPPH(%) Electos piincipales  Concentracion 3441544 2{ 1720772 171,103 000
Modelo 5134732 3 711,577 11,043 000
Residual 9144,342 59 154,989
Total 14279074 62| 230308

a. Captacion del DPPH (%) por concentracion con extractos.
b. Todos los efectos introducidos simultdneamente.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D. N°050 - 13 - UNSCH -FCB -D
Bachiller: Tania Margoth HUARANCCA QUISPE

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro con diez minutos de la tarde del dia
viernes diez de mayo del dos mil trece, en el auditorio del Departamento de la Facultad
de Ciencias Biologicas, bajo la presidencia del Mg. Enrique Aguilar Felices (Presidente
— Miembro), se reunieron los miembros jurados: Dr. Edwin Enciso Roca, Mg. Marta
Romero Viacava, Mg. Radl Antonio Mamani Aycachi para recepcionar la sustentacion
de la tesis titulada “Actividad antioxidante de las hojas de Baccharis tricuneta “yana
taya” Ayacucho — 2012", presentada por la Bachiler: Tania Margoth Huarancca
Quispe, con la que pretende optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutica.

Se da inicio el acto de sustentacion, el presidente de la comisién evaluadora dio las
pautas basicas a la sustentante, para que pueda exponer su trabajo de investigacion
en un tiempo no mayor de cuarenta y cinco minutos.

Culminando la exposicion del trabajo, se dio a la segunda etapa del acto académico,
en la que el presidente invitd a los docentes miembros jurados a iniciar con sus
observaciones, aclaraciones y/o preguntas a fin de ser respondida por la sustentante.
Finalizada esta etapa el presidente de la comision invitd a la sustentante y al publico
asistente a retirarse momentaneamente del auditorio a fin de que los miembros del
jurado puedan deliberar en privado la calificacion, obteniéndose las siguientes
calificaciones:

Miembro jurado Exposicion  Rpta. Preguntas Promedio
Dr. Edwin Enciso Roca 18 18 18
Mg. Marta Romero Viacava 17 17 17
Mg. Raul A. Mamani Aycachi 17 16 17
Mg. Enrique Aguilar Felices 17 17 17
Promedio 17

De la evaluacion realizada por los miembros del jurado calificador la sustentante
obtuvo la calificacion promedio final de Diecisiete (17) de lo cual dan fe los miembros
del jurado calificador estampando sus firmas al pie del presente.

Concluyendo el acto de sustentacion de tesis siendo las seis y diez de la noche.

Sy e

e Aguilar Felices. Dr( Edwin Enciso Ro\c}
Presndente Miembro. Miembro — Asesor.
Mg. Re}uZﬁ Mamani Aycachi. Mg. Marta Romero Viacava.

Miembro. Miembro — Secretaria.
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