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RESUMEN

El oxigeno diatomico (O,) es una molécula imprescindible debido a que juega un papel
fundamental en el metabolismo y el mantenimiento de la viabilidad celular. Sin embargo,
este a su vez puede producir compuestos o especies reactivas ROS (del ingles Reactive
Oxygen Species) que al acumularse en las células pueden producir diferentes patologias
(Valko et al, 2007). Dado que los ROS son productos normales del metabolismo oxidativo,
las células cuentan con sistemas antioxidantes endégenos enzimaticos como SOD, glutation
peroxidasa y catalasa (Valko et al, 2007), pero a veces no son suficientes y se hacen
necesarios mecanismos exogenos. Existen moléculas naturales que parecen poseer
capacidad antioxidante y por lo tanto pueden controlar los efectos causados por los ROS,
estos compuestos se pueden encontrar en diferentes fuentes como alimentos especialmente
en productos vegetales (Garcia, 2004). En este estudio se evalu6 la capacidad citotoxica y
antioxidante de extractos de cuatro frutas de interés comercial carambolo (Averrhoa
carambola L.), uva (Vitis labrusca), corozo (Bactrisminor) y agraz (Vaccinium
meridionale) con el fin de buscar una alternativa natural que proporcione sustancias
antioxidantes capaces de reducir y prevenir los riesgos de enfermedades tumorales. Estas
plantas se convierten en la alternativa natural de eleccidn al poseer compuestos con alta
capacidad antioxidante como los fenoles y polifenoles (Murillo, 2002). Por lo tanto, el
objetivo de este estudio es evaluar la capacidad antioxidante y posibles efectos
antitumorales de extractos totales provenientes de estos frutos. Para esto, se empleo
material vegetal de cada uno. Se utilizd un sistema de extraccion en metanol. El potencial
antioxidante se evaluo realizando un prueba preliminar de contenido de fenoles totales por
medio del método desarrollado por Folin Cio Calteu, posteriormente se determino la
actividad antioxidante por dos métodos quimicos, ABTS y DPPH. Luego se determino la
activada bioldgica de los extractos sobre la linea celular HT1080 evaluando los efectos
citotoxicos, los cuales se determinaron por porcentaje de viabilidad para esto se tomaron
extractos en metanol de las cuatro frutas y se utilizaron concentraciones de 10, 50 y 100

ug/mL, durante 48 horas. Por ultimo, se determind la actividad antioxidante a nivel celular
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utilizando la linea HT1080 como modelo bioldgico y utilizando rotenona para causar estrés
oxidativo en presencia del extracto durante 48 horas observando la viabilidad celular. Los
resultados obtenidos mostraron que la actividad antioxidante es mayor en los extractos en
metanol con relacion a los jugos tanto en estado liquido como liofilizado, el fruto que
presentd la mayor capacidad antioxidante fue Vitis labrusca semilla tanto en el extracto en
metanol como el extracto en acetato de etilo. A nivel celular no se encontr6 ningun efecto

citotéxico. Se encontro un efecto antioxidante a nivel celular con los cuatro extractos.

Introduccion

Los polifenoles, compuestos dentro de los que se destacan los flavonoides, las antocianinas,
vitaminas entre otros, son metabolitos secundarios vegetales que han cobrado bastante
importancia en la investigacion alrededor de enfermedades como céncer, cardiopatias,
Enfermedad de Alzheimer, Parkinson y otras enfermedades neurodegenerativas debido al
estrés oxidativo que precede a la aparicion de las mismas (Valko et. al, 2007; Circu & Yee-
Aw, 2010). Los compuestos fendlicos actian como “scavengers” y como donadores de
hidrégenos mediante lo cual pueden estabilizar a los radicales libres, aunque también
existen claros indicios de que los polifenoles (especialmente los flavonoides) interactdan
con diversas moléculas en rutas de sefializacion metabdlicas, incidiendo directamente en la
generacion de cascadas de sefializacion mediante la cual se evidencian sus propiedades
benéficas en relacidn a las especies reactivas del oxigeno (ROS) (Birt et. al, 2001; Williams
et. al, 2004). Los ROS participan en diferentes rutas metabdlicas y son indispensables en el
organismo (Seifried et. al, 2007). Pero, cuando se acumulan en exceso y los complejos
enzimaticos corporales pierden la capacidad de degradarlos, se convierten en agentes

patdgenos generando dafios celulares (Valko et. al, 2007)

JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las especies reactivas ROS (del ingles Reactive Oxygen Species) son un grupo de
radicales libres dotados de un electron desapareado que le confieren propiedades
paramagnéticas y como consecuencia una alta reactividad (Gonzélez, 2009). Algunos ROS
como el anion superdxido y el perdxido de hidrogeno resultan del proceso redox celular, y
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de acuerdo a su concentracion pueden traer beneficios a nivel celular como en las
respuestas y la funcion inmunolégica, o dafios generando un estrés oxidativo, proceso
nocivo que pueden dafar las estructuras celulares, incluyendo los lipidos, las proteinas vy el
ADN (Gonzalez, 2009). El estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo de
enfermedades crénicas y degenerativas, tales como cancer, trastornos autoinmunes, artritis
reumatoide, cataratas, el envejecimiento, las enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas (Ebrahimzadeh, 2010). Es por esto, que se hacen necesarias defensas
antioxidantes que neutralicen los ROS, manteniendo un equilibrio entre las especies

reactivas y los antioxidantes. (Gonzalez, 2009)

Para contrarrestar el estrés oxidativo se encuentran algunos compuestos que pueden ser
producidos de forma enddgena por las células u obtenidos exdgenamente a través del
consumo de alimentos y/o suplementos ricos en compuestos antioxidantes (Ebrahimzadeh,
2010). Estos compuestos acttan captando los radicales libres, previniendo y reparando los
dafos causados por los ROS, por lo tanto puede mejorar la defensa inmune y reducir el

riesgo de cancer y enfermedades degenerativas (Rengasagamy, 2010).

El uso de compuestos sintéticos antioxidantes ayuda a reducir el dafio causado por los
radicales libres. Sin embargo, la posible toxicidad, asi como el rechazo de los
consumidores en general, llevé a disminuir el uso de estos antioxidantes sintéticos y a
consumir mas fuentes de antioxidantes naturales (Ebrahimzadeh, 2010). Esta problematica
ha generado en los ultimos afios un creciente interés en la bisqueda de antioxidantes
fitoquimicos, ya que pueden inhibir la propagacion de reacciones de radicales libres, y a su
vez proteger las células. Dentro de los compuestos con propiedades antioxidantes se
encuentran los compuestos fendlicos como los flavonoides, taninos, acidos fenolicos, entre
otros; estos compuestos se encuentran en fuentes naturales como los vegetales, las frutas,
semillas etc. (Ebrahimzadeh, 2010).

En este trabajo se estudio la actividad antioxidante y citotoxica de 4 frutas carambolo
(Averrhoa carambola L.), uva (Vitis vinifera), corozo (Bactris minor) y agraz (Vaccinium

meridionale) frutos de alto consumo en Colombia, los cuales poseen compuestos fenolicos
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y polifenolicos. (Gaviria 2009; Tobar 2009; Villegas 1998; Henao 2011) por lo tanto es
posible que posea capacidad antioxidante, y antitumoral. La importancia de trabajar con
esta fruta radica en que no se encuentran trabajos que relacionen directamente la capacidad
antioxidante con el potencial antitumoral en la linea de cultivos celulares (células

mesenguimales, neuronales, gliobastoma, fibrosarcoma y leucemia).
MARCO TEORICO
ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO ROS

Los radicales libres se pueden definir como las moléculas o fragmentos moleculares que
contienen uno o mas electrones no apareados en los orbitales atdbmicos o moleculares
(Valko 2007). Este electrén desapareado puede llegar a tener un gran grado de reactividad.
Entre la clase més importante de radicales libres generados en los sistemas vivos se

encuentran los radicales libres derivados del oxigeno (ROS) (Valko 2007).

El término de Especies Reactivas del Oxigeno (ROS) hace referencia a aquellos radicales
libres y especies no radicales que participan en reacciones de elevacion de agentes
prooxidantes , los principales ROS son: Radical hidroxilo (OH) °, Anién superédxido (O),
Radical peroxilo (ROO"), Peroxido de hidrogeno (H,0,), Oxigeno singlete (*O,), Oxido
nitrico (NO), ozono etc. (Gonzales, 2009).

Los ROS son moléculas altamente reactivas que atacan constantemente al cuerpo humano
mediante reacciones bioguimicas redox, que ocurren como parte normal del metabolismo
celular o por la exposicién a factores ambientales y se forman por la reduccién univalente
del O, que produce el radical superéxido (O;) cuya fuente mas importante es la NADPH
oxidasa durante el estallido respiratorio. La reaccion univalente subsecuente, genera el
peréxido de hidrégeno (H,0,) a través de la enzima superdxido dismutasa (SOD), que no
es un RLO, pero tiene una alta capacidad oxidante por via de la reaccion de Fenton, y
forma el radical hidroxilo (OH) que es varios miles de veces mas reactivo que el O, y

deriva facilmente a la formacion de nuevos radicales libres. (Valko 2007; Simon 2000).



EFECTO NOCIVO DE LOS ROS

El dafio celular producido por las ROS afecta diferentes macromoléculas como los lipidos
(&cidos grasos polinsaturados), se dafian las estructuras ricas en ellas como las membranas
celulares y las lipoproteinas ya sea dafiando su permeabilidad o oxidandolas y por lo tanto
esto ocasiona la muestre celular; en las proteinas se oxidan preferentemente los
aminoacidos (fenilalanina, tirosina, triptofano, histidina y metionina) y como consecuencia
se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas, fragmentacion de la proteina y
formacion de grupos carbonilos e impiden el normal desarrollo de sus funciones
(transportadores ionicos de membranas, receptores y mensajeros celulares, enzimas que
regulan el metabolismo celular, etc); en el ADN Ocurren mutaciones y carcinogénesis, hay
pérdida de expresion o sintesis de una proteina, modificaciones oxidativas de las bases,
deleciones, fragmentaciones, reordenamientos cromosomicos etc. (Rodriguez, 2000; Valko
2007).

SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener energia, liberan ROS. Esta
situacion es incompatible con la vida, a menos que existan en las células mecanismos de
defensa que las neutralicen (Pérez 2000). A estas defensas se les denomina antioxidantes y
se considera como tal a cualquier sustancia que en concentraciones normales posea una
afinidad mayor que cualquier otra molécula para interaccionar con un radical libre. El
antioxidante, al reaccionar con un ROS le cede un electron, que se oxida a su vez y se
transforma en un ROS débil no toxico (la vitamina E). No todos acttan de esta forma, en el
caso de las enzimas catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan substratos que a

su vez reaccionan con los RLO (Perez 2000; Valko 2007).

Existe una primera linea de defensa antioxidante constituida por enzimas y scavengers o

eliminadores de radicales.

Enzimas:



La citocromo oxidasa esta encargada de evitar la reduccion univalente del oxigeno. La
superoxido dismutasa esta especializada en captar el radical anién superéxido mediante una
dismutacioén y asi convertirlo en peroxido de hidrogeno. Catalasa y peroxidasas (glutation
peroxidasa GPx ) y glutation reductasa (GR) que neutralizan al H,O, y lo convierten en
agua. (Circu 2010)

Scavengers o eliminadores

La vitamina E o a tocoferol neutraliza al radical ‘OH por su ubicacion en las membranas
donde su proteccion es particularmente importante. La vitamina C, por su caracter reductor,
reacciona rapidamente en el O, y con el ‘OH, también es captor del oxigeno singlete y del
ion hipoclorito. El glutatién (GSH), ademés de captar el H,O, como substrato de la GPx,
también capta al O, y al ‘OH. La transferrina y la ceruloplasmina son transportadoras de

metales de transicidn, hierro y cobre respectivamente, que son generadores de RLO.

Este sistema defensivo, que puede estar tanto en el citosol como en las membranas, no es

totalmente efectivo, por lo que hay involucrada una segunda linea constituida por:

Sistemas reparadores de biomoléculas que reparan el dafio producido al ADN y que

pudieran propiciar trastornos genéticos o cancerigenos.

Sistemas eliminadores de componentes celulares oxidados como las macroxiproteinasas y

las endonucleasas. (Circu 2010)

DANO O ESTRES OXIDATIVO

El oxigeno molecular O, se encuentra en su forma mas estable como estado tripleta (union
de dos atomos de oxigeno por medio de un enlace covalente triple) que le confiere menor
reactividad. No obstante por reacciones quimicas, radiaciones ionizantes o por accion
enzimatica esta estabilidad puede cambiar y formarse especies quimicas conocidos como
radicales libres (ROS). Los ROS son especies moleculares con wuna alta
reactividad.(Gonzales 2009)
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El desbalance en la produccion de especies reactivas del oxigeno ROS y la defensa
antioxidante provoca el "estrés oxidativo™ que lleva a una variedad de cambios fisiologicos

y bioquimicos, los cuales provocan el deterioro y muerte celular.

El “estrés oxidativo" puede provenir de: Una deficiencia del sistema de defensa
antioxidante. Un incremento de la formacion de ROS cuya alta reactividad puede provocar:

peroxidacion lipidica, dafio de la membrana celular, rotura del ADN, degradacion proteica.

El aumento de varios de estos agentes oxidantes a la vez, provoca cambios bioldgicos de
manera progresiva en el organismo, siguiendo mas o menos un patrén comun y la
acumulacion progresiva de esos cambios ocasiona la enfermedad.(Gastell 2000; Valko
2007)

Este estrés oxidativo puede generar alteraciones en la estructura y funcién de células,
Organos y sistemas causando procesos patolégicos tales como alteraciones
cardiovasculares, desordenes neuroldgicos, diabetes, cancer e incluso envejecimiento
(Gonzélez, 2009)

RELACION ESTRES OXIDATIVO Y CANCER

Dentro de las enfermedades que resultan de la oxidacion celular se encuentra el cancer, la
cual es una de las principales causas mortalidad en el mundo; es el resultado de la
interaccion de factores genéticos y externos (fisicos, quimicos y bioldgicos)  cuya
consecuencia es la degeneracion de las células, que derivan en células precancerosas y

finalmente tumores malignos (OMS, 2011).

El estrés oxidativo se a encontrado en varios tipos de cancer ya que induce un desequilibrio
redox celular que se ha descrito en varios tipos de celulas cancerigenas por lo tanto es
posible que este relacionadas con el estimulo oncogenico. El primer paso es la permanente
modificacion del material genético resultante de los dafios por oxidacion que da como
resultado el envejecimiento, mutagenesis, carcinogénesis. La mutacion del DNA es un paso

critico en los niveles de la carcinogénesis ya que las elevadas lesiones oxidativas del DNA
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se han observado en varios tumores. Hasta la fecha mas de 100 dafios del DNA producidos
por ROS han sido identificados. ROS induce rupturas en el DNA de una o de doble hélice
Purina, pirimidina, o modificaciones de desoxirribosa, estos dafios pueden resultar en el
arresto o la induccion de la transcripcion, la induccién de la transducciéon de sefiales, errores
de replicacion, y inestabilidad gendmica; los cuales estan asociados con la carcinogénesis
(Valko 2007)

Méas de 150 estudios epidemioldgicos evidencian que la ingesta de antioxidantes
disminuye el riesgo de adquirir diversos tipos de tumores; una de las principales sustancias
naturales antioxidantes que disminuye el riesgo de contraer cancer es el betacaroteno
(Rodriguez, 2000).

FIBROSARCOMA

Es un tumor mesenquimal maligno que deriva de los fibroblastos. Se trata de una
neoformacion de tipo nodular o infiltrativa que se puede presentar en cualquier
localizacion. Histoldgicamente consta de células en huso o fusocelulares con nucleos de
bordes romos y citoplasma alargado. Se observan abundantes mitosis y escaso
pleomorfismo y anaplasia. Las células en huso estan agrupadas al azar o bien en forma de
fasciculos o haces celulares que se entrecruzan formando angulos agudos. Los fasciculos
fusocelulares se asocian a agrupamientos de colagena y fibras de reticulina que se

visualizan adecuadamente con la tincion de tricromico y de reticulina (Cipriano, 1998).

El Fibrosarcoma, es un cancer agresivo y altamente metastasico del tejido conectivo que
afecta a los huesos tubulares largos de nifios y adultos. El diagnostico asociado a esta
patologia se puede atribuir a la metastasis agresiva propia de este cancer y la falta de
eficacia de los tratamientos preventivos y correctivos del tumor. Las primera etapa del
fibrosarcoma es tratada con reseccion quirdrgica y posteriormente con radioterapia o
quimioterapia. Sin embargo, aun después de operar tempranamente el fibrosarcoma, el
tratamiento actual no es generalmente exitoso; la probabilidad de metastasis a partes

distantes del cuerpo es mayor del 70% después del tratamiento quirdrgico.
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La quimioterapia y la radio terapia son los tratamientos iniciales para la metastasis y el
fibrosarcoma recurrente, sin embargo son inefectivos para la cura. Estos tratamientos no
son celularmente especificos, sino que atacan a todas las células, destruyendo asi tejido
conectivo lo cual favorece la metéstasis. Esto explica por qué individuos que han recibido
radioterapia presentan un mayor riesgo de desarrollo de fibrosarcoma. Por otra parte,
aungue el conocimiento sobre esta enfermedad a evolucionado en los Gltimos 20 afios, la
supervivencia no ha cambiado, lo que indica que los métodos actuales de tratamiento han
alcanzado su limite de eficacia. Estos datos sugieren la necesidad de nuevos tratamientos

terapéuticos seguros y eficaces.

COMPUESTOS NATURALES Y FIBROSARCOMA

La degradacion de la membrana basal por la matriz metaloproteinasas (MMP) es clave
para la invasion potencial de las células cancerosas. La actividad de estas enzimas se
ha demostrado que se correlaciona con la agresividad del tumor y la invasion del céancer.
Nutrientes, tales como lisina y acido ascorbico actuan como inhibidores naturales de la
Protedlisis ECM y, como tal, tienen el potencial de controlar el crecimiento tumoral y la
expansion. Estos nutrientes ejercen su efecto antitumoral a través de la inhibicion de las

MMPs y el fortalecimiento de conectivo tejido que rodea las células cancerosas.

ALGUNOS ANTIOXIDANTES PROVENIENTES DE ESPECIES VEGETALES

Las plantas producen diferentes compuestos organicos que no participan de forma directa
en el desarrollo y crecimiento de las mismas; estas sustancias son conocidas como

metabolitos secundarios, y juegan un importante papel frente al estrés oxidativo.

Los polifenoles, son sustancias que se caracterizan por presentar un anillo aromatico y un
anillo benceno con uno o mas grupos hidroxilados incluyendo derivados funcionales que
son capaces de eliminar Oz, O, , OH:, NO- y radicales libres alquilos y peroxilos, gracias a
su capacidad de donar electrones, generando radicales fenoxilo estables; dentro de este

grupo podemos encontrar sustancias de tipo no flavonoides (acidos fenodlicos, estilbenos,

13



taninos hidrolizables) y flavonoides (flavonas, Isoflavonas, flavonoles, flavanoles,

antocianos, flavanonas, taninos condensados) (Manach et al., 2005).

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos es de interés tecnoldgico y
nutricional, debido a su procedencia de origen vegetal ya que podria contribuir a la
disminucion del uso de antioxidantes sintéticos que podrian traer consecuencias a futuro;
ademas estas sustancias juegan un papel preventivo en diversas enfermedades crénicas no
transmisibles como las enfermedades cardio-vasculares, cancer entre otras patologias, asi

como en el proceso normal y patoldgico de envejecimiento.(Gonzales, 2009)
EL CARAMBOLO (Averrhoa carambola L.)

Por su gran variedad vegetal, Sudamérica se ha convertido en uno de los lugares de mayor
interés para el estudio de la capacidad antioxidante de plantas medicinales. Hasta el
momento se ha logrado determinar el principio activo y las propiedades farmacoldgicas de
los compuestos de algunos frutos vegetales como es el caso del carambolo (Averrhoa
carambola L.). En el ambito mundial se reporta que el carambolo es un fruto bajo en
calorias, buena fuente de potasio y vitamina A, y una fuente de vitamina C. Asimismo, se
registra que las variedades extremadamente &cidas son ricas en acido oxalico y que el fruto

de carambola puede contener hasta 14 aminoacidos (Villegas, 1998).

A través de estudios quimicos se ha podido determinar que este fruto posee un alto
contenido de vitamina C, lo cual supone una potencial capacidad antioxidante
(Desmarchelier & Ciccia, 1998). En un estudio realizado por la universidad de Panaméa de
40 frutos incluyendo el carambolo se encontrd que este contiene una cantidad de 192mg de
compuestos fendlicos en 100g de fruta; en este mismo estudio se determiné que las frutas
con mas compuestos polifendlicos poseen mayor actividad antioxidante, pese a esto son

pocos los estudios que reportan las bondades antioxidantes de este fruto (Murillo, 2002).

LA UVA (Vitis labrusca)

La uva, perteneciente a la familia Vitaceae, género Vitis, conforma un grupo de plantas de

habito arbustivo o lianas, las cuales se encuentran distribuidas en casi todo el mundo en
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zonas de clima templado (Terral et. al, 2010; Tropicos Database). Dicha familia de plantas
tiene una importancia comercial considerable en el mundo, donde se utilizan algunas
especies como la Vitis rupestris o Vitis riparia como base para realizar injertos debido a su
resistencia a patogenos, aunque el fuerte de la uva se encuentra en la fabricacion de vino,
con un 66% de la produccion a nivel mundial, un 18.7% para su consumo como fruta fresca
y el 7.7% de la produccion se deshidrata para la produccion de uvas pasas (Jackson, 2008;
Terral et. al, 2010). La uva Isabella es una variedad domesticada que evidencia cambios
morfologicos considerables, dentro de los que destacan el incremento en el tamafio de los
organos de la planta (como el tamafio de los frutos, de las hojas y de la semilla) asi como la

evolucidn de plantas silvestres unisexuales a domesticadas hermafroditas (Jackson, 2008).

En los dltimos afios se han realizado diferentes estudios en donde se evidencian las
bondades del consumo de antioxidantes naturales. En 1989 la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) realiz6 una investigacion denominada proyecto Monica, en el cual se
determind que Francia presentaba una tasa de mortalidad por enfermedad cardiovascular
menor que otros paises industrializados como Reino Unido y Estados Unidos; y que este
resultado se encontraba directamente ligado al consumo de frutas y verduras pero sobretodo
de vino. Los individuos escogidos para esta investigacion tenian el habito de consumir una
dieta rica en grasas y por lo tanto tenian un riesgo elevado enfermedades cardiovasculares
entre otras. De esta forma se comprobd que a pesar de practicar habitos alimenticios
perjudiciales los individuos presentaban un bajo indice de enfermedades cardiovasculares,
de colesterol, cancer, debido al tipo de dieta que llevaban basada en frutas, verduras y vino,

alimentos particularmente ricos en compuestos fendlicos (Ramirez et al., 2009).
EL COROZO Bactris minor,

El Bactris minor, conocido como corozo o corozo de teta, crece en Colombia en forma
espontanea en la vertiente del Atlantico generalmente no muy adentro del continente. Es
caracteristico de zonas bajas y secas, usualmente por debajo de los cien metros de altura
sobre el nivel del mar, con mas frecuencia en playas marinas. También se le encuentra en
las sabanas de Codrdoba, Bolivar y Sucre en terrenos con problemas de drenaje.
Actualmente, es poca la bibliografia que reporta acerca de las propiedades de esta fruta por

lo tanto es una fuente potencial de nuevo conocimiento.
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EL AGRAZ Vaccinium meridionale SW

El agraz o Vaccinium meridionale SW. es una planta perteneciente a la familia Ericaceae,
la cual se encuentra en Venezuela y Colombia, crece entre los 1800 y 3700 msnm. Su
habito es arbustivo y a pesar de ser cultivada comercialmente, no posee muchos estudios y
tampoco una trayectoria de domesticacion considerable (Catalogo de la Biodiversidad de
Colombia). La planta se utiliza como fuente de lefia asi como para la elaboracion de
muebles, es fundamental también en procesos de restauracion y recuperacion de suelos; con
los frutos del agraz se elaboran jugos, mermeladas, vinos, helados entre otros, ademas, se
ha utilizado con fines medicinales para tratar la diabetes y problemas digestivos (Rache &
Pacheco, 2010). Sin embargo, esta planta se encuentra amenazada principalmente por la
deforestacion y fragmentacion de ecosistemas asi como por la sobreexplotacion de la
misma (Rache & Pacheco, 2010).

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad antioxidante y posibles efectos antitumorales de extractos
totales de cuatro frutos de interés comercial en Colombia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la actividad antioxidante y determinar el contenido de fenoles totales de los
extractos de los cuatro frutos mediante los métodos DPPH, ABTS y RFC.

2. ldentificar los efectos de los extractos totales en la proliferacion y supervivencia de
la linea celular fibrosarcoma HT1080.

3. Caracterizar el potencial antioxidante de los extractos en la linea celular de
fibrosarcoma HT1080.
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METODOLOGIA

Preparacion de los extractos

UVA (Vitis labrusca)

Material Vegetal

Se colecto el material vegetal en el municipio de la Unién departamento del Valle del

cauca. Se evalué que no contuviera porciones en descomposicion, y se trabajo con frutas

maduras. Para evaluar la actividad antioxidante se prepararon 2 tipos de extracto: Jugo o

zumo Y extracto en solvente organico. se retird la semilla. Se trabajaron la piel y la pulpa

por separado.

Preparacion de los extractos

1)

2)

3)

Para la obtencion de los jugos se pesaron 100 g de piel de la fruta fresca y 100 g de
pulpa de la fruta fresca. Después se llevd a cabo una maceracién en frio y el jugo
obtenido se filtré y se almacené a -20°C. 20 ml de jugo de piel y 20 ml de pulpa de
uva se almacenaron en viales &mbar y se congelaron a -70°C para luego ser
liofilizados por 24-48 horas.

Por otra parte se pesaron 100 g de piel de la fruta fresca y 100 g de pulpa de la fruta
fresca. Después se llevo a cabo una maceracion en frio con MeOH y se completo a
un volumen de 200 ml con el mismo solvente. Se almacenaron aislados de la luz por
1 semana y posteriormente se filtraron en otro recipiente. Dicho filtrado se
concentro en el rotaevapordrador. La parte destilada se almacend en frascos ambar,
se congelé a -70°C y se liofiliz6 por 24-48 horas.

Para las semillas de Vitis labrusca se empled una extraccion con 2 solventes para
obtener fracciones de compuestos de diferentes polaridades. Las semillas se secaron
a la intemperie por 24 horas y luego se maceraron. Se pesaron 20 g de semilla
macerada y se pusieron en un dispositivo Soxhlet y se dejaron con Acetato de Etilo

por 2 horas. El producto obtenido se destilé6 por rotaevaporacién para separar el
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solvente de los compuestos de la semilla. Posteriormente se realizd el mismo
procedimiento con Metanol. El producto destilado de cada fraccion se congel6 a -
70°C y se liofilizé por 24-48 horas.

COROZO Bactris minor

Material Vegetal

Se colecto el material vegetal en el municipio de Monteria departamento de Cérdoba. Se
evalu6 que no contuviera porciones en descomposicion, y se trabajo con frutas maduras.
Para evaluar la actividad antioxidante se prepararon 2 tipos de extracto: Jugo 0 zumo y

extracto en solvente organico. Se retir6 la semilla. Se trabajo con piel-pulpa.
Preparacion de los extractos

1) Para la obtencion del jugo se pesaron 100 g de piel-pulpa de la fruta fresca. Después
se llevo a cabo una maceracion en frio y el jugo obtenido se filtrd y se almaceno a -
20°C. 20 ml de jugo de piel-pulpa se almacenaron en viales &mbar y se congelaron a
-70°C para luego ser liofilizados por 24-48 horas.

2) Por otra parte se pesaron 100 g de de piel-pulpa de la fruta fresca. Después se llevd
a cabo una maceracion en frio con MeOH y se completo a un volumen de 200 ml
con el mismo solvente. Se almaceno aislado de la luz por 1 semana y
posteriormente se filtro en otro recipiente. Dicho filtrado se concentro en el
rotaevapororador. La parte destilada se almacend en frascos ambar, se congelé a -
70°C 'y se liofilizé por 24-48 horas.

CARAMBOLO Averrhoa carambola

Material Vegetal

Se colecto el material vegetal en el municipio de La union departamento del Valle del

Cauca. Se evalud que no contuviera porciones en descomposicion, y se trabajo con frutas
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maduras. Para evaluar la actividad antioxidante se prepararon 2 tipos de extracto: Jugo o

zumo y extracto en solvente orgénico. Se trabajo con el fruto completo.

Preparacion de los extractos

1)

2)

Para la obtencién del jugo se pesaron 100 g de fruta fresca. Después se llevd a cabo
una maceracion en frio y el jugo obtenido se filtré y se almacené a -20°C. 20 ml de
jugo se almaceno en viales &mbar y se congelo a -70°C para luego ser liofilizados
por 24-48 horas.

Por otra parte se pesaron 100 g de fruta fresca. Después se llevd a cabo una
maceracion en frio con MeOH y se completo a un volumen de 200 ml con el mismo
solvente. Se almaceno aislado de la luz por 1 semana y posteriormente se filtro en
otro recipiente. Dicho filtrado se concentro en el rotaevapordrador. La parte
destilada se almacend en frascos ambar, se congelé a -70°C 'y se liofilizé por 24-48

horas.

AGRAZ Vaccinium meridionale

Material Vegetal

Se colecto el material vegetal en el municipio de San miguel departamento de Boyaca. Se

evalu6 que no contuviera porciones en descomposicion, y se trabajo con frutas maduras.

Para evaluar la actividad antioxidante se preparo un extracto en solvente organico. Se

trabajo con el fruto completo.

Preparacion del extracto

1)

Se pesaron 100 g de la fruta fresca. Después se llevé a cabo una maceracion en frio
con MeOH y se completo a un volumen de 200 ml con el mismo solvente. Se
almaceno aislado de la luz por 1 semana y posteriormente se filtro en otro
recipiente. Dicho filtrado se concentro en el rotaevapororador. La parte destilada se
almaceno en frascos &mbar, se congelé a -70°C y se liofilizé por 24-48 horas.
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Caracterizar el potencial antioxidante de los extractos totales.

e Determinacién de fenoles totales

Para la determinacion de fenoles totales se utilizo el método desarrollado por Folin
Ciocalteu utilizado para la determinacion de antioxidantes fendlicos y polifendlicos y se

fundamenta en el caracter reductor que este posee.

Se prepard una disolucidn patron de cido galico de 0,1 g/L, para lo cual se pesaron 25 mg
de &cido galico, se colocaron en un matraz aforado de 25 mL y se llevaron a volumen con
agua destilada, enseguida se prepar6 una dilucion 1:10 con agua destilada A partir de la
disolucién patrén de acido gélico, en viales protegidos de la luz, se hicieron las diluciones
necesarias con agua destilada para obtener concentraciones de 1 mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L, 4
mg/L y 5 mg/L para la preparacion de la curva de calibracion. Esto se realiz6 tomando
respectivamente 20 pL, 40 pL, 60 puL, 80 uL y 100 pL de la disoluciéon patron de acido
galico de 0,1 g/L en viales &mbar de 3 mL, luego se adicioné a cada vial, 250 pL de
reactivo de Folin Ciocalteu 1N, se agité durante 5 min en el ultrasonido, posteriormente se
adicionaron 250 uL de la disolucion de carbonato de sodio al 20 % a cada vial, se llev6 a un
volumen final de 2 ml con agua destilada y se dejo6 reposar por 2 h. También se prepar6 un
blanco con todos los componentes excepto la disolucidn de acido galico. Finalmente se leyd

la absorbancia a 760 nm en el espectrometro de ultravioleta-visible Thermo Genesys 10s.

El contenido de fenoles totales se determind mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu. Se
tomaron 2 mg de cada extracto liofilizado, se colocaron en un matraz erlenmeyer y se les
agregd 50 mL de agua destilada y se agitd. Enseguida se tomaron 0,5 mL de cada una de
estas disoluciones y se mezclaron con 0,75 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu dejando en
reposo a temperatura ambiente por 5 min después de lo cual se agregaron 0,75 mL de
carbonato de sodio al 20 %. Se agitaron fuertemente para luego, dejar reposar durante 90
min a temperatura ambiente. Después de este tiempo se midio la absorbancia a 760 nm con
Espectrofotdmetro Thermo Genesys 10s. Este procedimiento se realizé con cada una de las

Frutas objeto de estudio por triplicado.
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e Determinacién de actividad antioxidante por método ABTS:

El radical ABTS ( 2,2"azinobis (3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) )

La obtencion del radical ABTS se hizo a través de la reaccion entre una tableta de ABTS 10
mg con persulfato de potasio, luego de la reaccion se almaceno en ausencia de luz por 24
horas para estabilizar el radical. Una vez estuvo formado el radical ABTS se diluye con

etanol hasta obtener una absorbancia entre 0,7 y 0,8 a una longitud de onda de 735.5nm.

Cada extracto se diluyo en diferentes volumenes de etanol obteniendo concentraciones
entre 50 y 5000 ppm. Luego cada dilucion se tomo 20 microlitros del extracto y 980
microlitros del radical ABTS y se midié su absorbancia cada minuto y se realizaron curvas
de tiempo vs absobancia. Para conocer la capacidad antioxidante de los extractos se elaboro
curvas estandar de antioxidantes conocidos como el acido ascorbico y un antioxidante

sintético de referencia (Trolox).

e Determinacion de actividad antioxidante por método DPPH:

Para evaluar la capacidad antioxidante se utiliz6 el método basado en la molécula 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). Este método fue originalmente disefiado por Marsden
Blois en 1958, y dentro de sus modificaciones posteriores destaca la de Brand-Williams et.
al (1995), que es el método utilizado en la actualidad. El proceso de evaluacion de la
capacidad antioxidante por DPPH consiste en utilizar dicha molécula, la cual es un radical
libre estable que al mezclarse con una sustancia que le dona un atomo de hidrégeno pasa a
su forma reducida, proceso que se puede observar ya que cuando la molécula se encuentra

como radical es coloreada (violeta) y al reducirse pierde su color (Molyneux, 2004).

Para el protocolo desarrollado se utilizaron 10 mg del radical DPPH y se diluyeron en 10ml

de metanol analitico y mediante el espectrofotdmetro se establecid la absorbancia entre 0.7-
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0.8 a una longitud de onda de 516nm, en donde el radical tiene su maximo pico de
absorcion y por ende un comportamiento lineal de las absorbancias al mezclarse con el

extracto, lo que permite que los datos sean més precisos (Molyneux, 2004).

Cada extracto se diluyo en diferentes volimenes de etanol obteniendo concentraciones
entre 50 y 5000 ppm. Luego cada dilucion se tomo 20 microlitros del extracto y 980
microlitros del radical DPPH y se midié su absorbancia cada minuto y se realizaron curvas
de tiempo vs absobancia. Para conocer a capacidad antioxidante de los extractos se elaboro
curvas estandar de antioxidantes conocidos como el acido ascorbico y un antioxidante

sintético de referencia (Trolox).

ACTIVIDAD BIOLOGICA

o Efecto Dosis-Respuesta de los extractos en en la linea celular HT1080

Las células HT1080 fueron expuestos a 3 diferentes dosis de los extractos de uva lIsabella,
corozo, carambolo y agraz a concentraciones de 10, 50 y 100 ug/ml. Las células viables
fueron cuantificadas mediante el método MTT basado en la molécula Bromuro (3-(4,5-
Dimetilltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, la cual es reducida a cristales de formazan de color
morado cuando ésta interactia con la enzima succinato deshidrogenasa presente en el
complejo 1l de la cadena transportadora de electrones en la membrana interna mitocondrial.
El protocolo para llevar a cabo la cuantificaciéon celular por MTT, descrito originalmente
por Mosmann en 1983 fue estandarizado durante la realizacion del presente estudio,

realizando una modificacion al protocolo descrito por Ahmadian et. al (2009).

Se sembraron células HT 1080 en placas de 96 pozos (4000 células por pozo cuantificadas
por hemocitometro) y se incubaron por 24 horas para que se adhieran completamente.
Pasadas las 24 horas se prepard la solucion de MTT diluyendo 5mg del reactivo en 1ml de
Buffer fosfato salino (PBS) 1X. Se retir6 el medio en el cual se encontraban las células y se
reemplazé con un volumen igual de medio nuevo sin rojo fenol (Se utilizan Sales de Earle
[EBS] 2X suplementado con glucosa). Se adicionaron 10ul de la solucién de MTT por pozo
directamente al medio y se incubd por 4 horas a 37°C y 5% de CO,. Después de la

incubacion se retird el medio que contiene el MTT y se adicionaron 100ul de
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dimetilsulfoxido (DMSO) para disolver los cristales. Se incubo la placa por 5 minutos y se
puso en el shaker por otros 5 minutos para obtener una mejor dilucién y homogeneidad en
el color. Finalmente se ley6 en un lector de placas por espectrofotometria a 595nm.

A mayor absorbancia mayor es la cantidad de células vivas. Se leyo la absorbancia de
células sin tratamiento (sin dosificar con extracto) como control. Mediante la ecuacion %
Viabilidad=( Absorbancia células tratadas *100)/ Absorbancia células sin tratar se

cuantifico el porcentaje de proliferacion respecto al control.

e Actividad antioxidante de los extractos en la linea celular HT1080 sometidos a

estrés oxidativo.

Cultivos de fibrosarcoma HT1080 fueron expuestos a rotenona, un agente pro oxidante y
neurotéxico debido a que dafia el complejo | de la cadena transportadora de electrones en la
membrana interna mitocondrial y facilita la acumulacion de superédxidos y peroxidos en la
célula. Se sembraron 4000 ceélulas por cada pozo en placas de 96 pozos. Como control
negativo se utilizaron células tratadas con rotenona a una concentracion de 1 puM sin
extracto, y el control positivo fueron células sin ningun tipo de tratamiento. El grupo de
células de estudio se dividio en tres grupos: A. HT1080 dosificados con extracto a una
concentracion de 10 pg/ml y rotenona 1 uM. B. HT1080 dosificados con extracto
concentrado a 50 pg/ml y rotenona 1 uM. C. HT1080 dosificados con extracto concentrado
a 100 pg/ml y rotenona 1 uM. Las células de cada grupo de estudio se dejaron adherir 24
horas después de ser sembradas, se dosificaron con los extractos por 48 horas y se trataron
con rotenona 1 uM 24 horas més. Al cabo de éste tiempo se cuantificaron las células a
través del método MTT como fue descrito anteriormente. Mediante la ecuacion %
Viabilidad =( Absorbancia células tratadas *100)/ Absorbancia células sin tratar se

cuantifico el porcentaje de proliferacion respecto al control sin rotenona.

ANALISIS ESTADISTICOS
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En cada experimento se muestra el valor de la media y la desviacion estantar (SD). Se
utilizo el sofward grphpad prism version 5 y se realizo una anova de una via, seguida de la

prueba HSD de tukey de comparaciones multiples

RESULTADOS Y DISCUSION

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Los compuestos fenolicos son sustancias quimicas que poseen, un anillo aromatico, un
anillo benceno, con uno o méas grupos hidroxilo incluyendo derivados funcionales (esteres,
metil esteres, glicosido, etc) la naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas simples
como los acidos fenolicos hasta compuestos altamente polimerizados como los taninos. Se
presenta en las plantas en forma conjugada con uno o mas residuos de azucar unidos a los
grupos hidroxilo, aunque en algunos casos se pueden producir uniones directas entre una
molecula de azucar y un carbono aromatico. Por ello la forma mas comun de encontrarlos
en la naturaleza es en forma de glicosidos siendo solubles en agua y solventes
organicos.(Bravo 1998; Tsimidou 1998)

Como los compuestos fenolicos en su mayoria son altamente polares son solubles en agua
pero la extraccion con esta puede presentar desventajas como la co-extraccion de otros
compuestos hidrosolubles dificiles de separar como los azucares, péptidos o enzimas, por lo
tanto se hizo una extraccion con metanol para tener un extracto total de polifenoles pero
evitando la presencia de compuestos asociados que puedan producir cambios en la

molécula originalmente presente.
DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

La concentracién de fenoles totales presente en los extractos evaluados, se obtuvo
remplazando los valores de absorbancia de estos en la ecuacion de la recta de la curva de
calibracion de &cido galico y= 0,1172+0,0042 (Fig. 1), el resultado de fenoles totales
obtenido se expresd en mg de Acido Galico/100 g de fruta (Tabla 1).
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Figura 1. Curva de calibracion Acido Gaélico Se realiz6 la curva de calibracion a partir de 5
concentraciones del acido galico (Img/L, 2mg/L, 3mg/L, 4mg/L, 5mg/L), de la cual se obtuvo la
ecuacion de la recta y a partir de ella se reemplazan los valores de absorbancia de los extractos que han
sido tratados con el reactivo de Folin.

Con esta curva se obtuvo la ecuacion de la recta (Figl) que permitié calcular las

concentraciones de fenoles en las muestras, los resultos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Contenido de fenoles totales expresados en mg de Acido Galico/100 gr de fruta.

Extracto* (mg Acido galico/100 gr)
Vaccinium meridionale MeOH 86,05+4,12
Bactris minor MeOH 78,11+4,3
Averrhoa carambola MeOH 46,36+1,42
Vitis labrusca Piel MeOH 49,31+10,43
Vitis labrusca Pulpa MeOH 43,82+1,37
Vitis labrusca Semilla MeOH 350,44+12,22

*Los extractos fueron liofilizados

Los extractos con mayor cantidad de fenoles totales son el Vaccinium meridionale con
86,05+ 4,12 mg de acido galico/100 gr de fruta, posiblemente debido a su alta
concentracion de antocianinas y otros fenoles (Gaviria-Montoya et. al, 2009; Garzon et. al,
2010), Elaeis oleifera con 78,11+ 4,3 mg de acido galico/100 y la semilla de Vitis labrusca
con 350,44+ 12,22 mg de acido galico/100 (Tabla 3). La gran capacidad antioxidante de la

semilla de Vitis labrusca es reflejo del contenido de fenoles totales en dicha parte del fruto
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(Fig. 1), lo cual se corrobora mediante estudios previos en los cuales se demuestra que la

semilla de las uvas posee el 63% del total de polifenoles del fruto entero (Paladino, 2007).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR LOS METODOS

ABTS Y DPPH

La actividad antioxidante se determiné por medio de los métodos ABTS y DPPH, los

resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Capacidad Antioxidante de los extractos de las 4 frutas

ABTS DPPH
Fruta Extracto IC50 (ppm) IC50 (ppm)
Pulpa MeOH* 950,5+36 1718,8+115,7
Uva Isabella Piel MeOH* 573,8+44,9 1164,6+69,2
Semilla MeOH* 132,6+9,2 367,6+19,9
Semilla Acetato de Etilo* 138,2+7,8 298,5+4,5
Piel Jugo 11660,0+1014,3 16599,6+246,6
Pulpa jugo 1330,4+77,7 2689,0+116,5
Piel Fresco* 2176,7+156,5 5451,4+641,6
Pulpa Fresco* 5462,1+402,4 8758,1+319,7
Carambolo Jugo 6156,0+1281,1 11378,3+2513,6
MeOH* 1708,1+27,1 2337,7+124,7
Corozo Piel-Pulpa MeOH* 1174,8+62,5 3896,5+144,9
Piel-Pulpa Jugo 1306,8+60,1 3973,3+486,6
Agraz MeOH* 152,1+9,8 913,95+216,0
Controles Trolox 119,7+2,5 167,9+17.8
Vitamina C 81,9+6,7 121,5+6,3

* Los extractos fueron liofilizados.
Se presenta la media+SD.

Los resultados obtenidos muestran que la actividad antioxidante es mayor en los extractos

en metanol con relaciéon a los jugos tanto en estado liquido como liofilizado, ya que al

poseer un ICso bajo, se necesita una menor concentracion del extracto para inhibir el 50%
del radical (ABTS o DPPH).
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El fruto que presenta el valor de 1Cso mas bajo tanto para el extracto en metanol (132,6+ 9,2
método ABTS y 367,6+ 19,9 método DPPH) como para el extracto en acetato de etilo
(138,2+ 7,8 método ABTS y 298,5+ 4,5 métodos DPPH) es Vitis labrusca.

Los extractos de Averrhoa carambola (jugo y metanol) presentan valores muy diferentes
entre si, con un ICs de 6156+ 1281,1 por ABTS y 11378,3+ 2513,6 por DPPH para el jugo
y 1708,1+ 27,1 por ABTS y 2337,7+ 124,7 por DPPH para el extracto en metanol.

En cuanto al fruto Bactris minor no se evidencia una diferencia significativa en los valores
de 1Cso obtenidos para los extractos en metanol (1174,8+ 62,5 método ABTS y 3896,5+
144,9 método DPPH) y el jugo (1306,8+ 60,1 método ABTS y 3973,3+ 486,6 método
DPPH).

Por otra parte, el extracto en metanol de Bactris minor con ICs de 1174,8+ 62,5 (ABTS) y
3896,5+ 144,9 (DPPH) no presenta mayores diferencias en la capacidad antioxidante
respecto al jugo, cuyos ICsy son 1306,8+ 60,1 (ABTS) y 3973,3+ 486,6 (DPPH) (Fig. 2.A).
Estos resultados podrian deberse a que el fruto se compone en su mayoria de semilla, y
tanto piel como pulpa no poseen una gran cantidad de liquido, ademas el color
predominante de la pulpa utilizada era palido, indicio de una cantidad reducida de
polifenoles (Garcia et al., 2004). Se observa una diferencia significativa en los valores de
ICs del extracto en metanol de Vaccinium meridionale entre los métodos DPPH (913,95+
216 ) y ABTS (152,1+ 9,8).

Estudios realizados en frutos de diversas plantas demuestran que existe correlacion entre la
capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales (Kuskoski et al., 2005; Beserra-
Almeida et al., 2011). Ello se comprueba en el presente estudio, al observar el contenido de
fenoles totales de la semilla de Vitis labrusca y su capacidad antioxidante por los métodos
ABTS y DPPH (Fig. 1, Tabla 2), asi como con los otros frutos que tienen un contenido de
fenoles menor que la semilla de V. labrusca y asi mismo su actividad antioxidante es
menor. Por otra parte, los frutos pigmentados de colores oscuros como el rojo o morado (en
éste caso Vaccinium meridionale, Elaeis oleifera, Vitis labrusca) tienen una mayor cantidad

de fenoles respecto a los frutos de colores palidos (como el carambolo) (Tabla 2), razén por
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la cual también se relacionan dichos frutos oscuros como potentes antioxidantes (Garcia et
al., 2004).

ACTIVIDAD BIOLOGICA

Para los ensayos celulares se utilizo una linea de fibrosarcoma HT1080 obtenida de la
ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD), esta linea de fibrosarcoma se
multiplica rdpidamente y continuamente ya que han perdido la inhibicién por contacto.
Aparentemente no hay ninguna disminucion en el crecimiento de esta linea celular aun si es

sembrada en bajas densidades. El tiempo de duplicacion en la placa es de 26 horas.

ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LOS EXTRACTOS EN LA LINEA CELULAR
HT1080

Para la determinacion de la actividad citotoxica se emplearon diferentes concentraciones de
los extractos 10ug/ml, 50ug/ml y 100mg/ml. Estas concentraciones se escogieron basados
en los estudios previos de Matsuda et. al 2006 en las a encontraron una dosis respuesta de
extracto completo en metanol en concentraciones entre 0y 100 ug/ml y estudios de Sonoda
et. al que muestra actividad citotoxica en células HT1080 en concentraciones entre
3,7ug/ml a 50 ug / ml. (Matsuda 2006; Sonoda 2003).

Para todos los ensayos se sembraron las células se dejaron adherir durante 24 horas y se
coloco el extracto durante 48, terminado este tiempo se leyd por MTT.

Las células fueron mantenidas a 37°C, 10% de humedad, Y 5% CO,,
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Figura 2: Citotoxicidad de los 4 extractos. La citotoxicidad se expresa en porcentaje de viabilidad de
la linea celular HT1080 tratados respecto al control, el cual consiste en células sin tratamiento se
realizaron 3 replicas del ensayo cada una con n=4. A Las tres concentraciones del extracto de Vitis
labrusca no mostraron citotoxicidad de la linea celular HT1080 respecto al control (ns P>0,05). B Las
tres concentraciones del extracto de Bactriz minor no mostraron citotoxicidad de la linea celular HT1080
respecto al control (ns P>0,05). C Las tres concentraciones del extracto de Averrhoa carambola
mostraron citotoxicidad de la linea celular HT1080 respecto al control (ns P>0,05). D Las tres
concentraciones del extracto de Vaccinium meridionale no mostraron citotoxicidad de la linea celular
HT1080 respecto al control (ns P>0,05). Todos los valores de significancia se estimaron sobre los datos
crudos de absorbancia mediante la prueba HDS de Tukey.

Los resultados de las curvas dosis respuesta para los extractos no muestran actividad

citotoxica en ninguno de los tratamientos (Figura 2).
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Esto se puede explicar ya que es posible que en los cuatro extractos trabajados hayan
compuestos con actividad citotoxica pero por las bajas concentraciones y por esto no se
aprecie en los resultados una actividad frente la Linea celular HT1080 por lo que se
recomienda hacer un barrido en concentraciones mas altas del extracto completo.
Adicionalmente se recomienda realizar un fraccionamiento de los extractos y una
caracterizacion de estos con el fin de hacer los ensayo con fracciones enriquecidas de
polifenoles de diferentes polaridades.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS A NIVEL CELULAR

Como los cuatro extractos no presentaron actividad citotoxica frente a la linea celular
HT1080, pero se comprobd que presentaban una actividad antioxidante se elaboro un
ensayo de efecto antioxidante a nivel celular.

Se utilizo la linea celular HT1080 como modelo bioldgico celular y un compuesto derivado
de raices de especies de plantas tropicales Derris y Lonchocarpus, que se utiliza en todo el
mundo como plaguicidas e insecticidas naturales llamado rotenona el cual es una
isoflavona, que debido a su extrema capacidad lipofilica atraviesa facilmente las
membranas bioldgicas y no depende de transportadores de membrana. Este compuesto es
ampliamente conocido como inhibidor de la NADH deshidrogenasa, o complejo | de la
cadena respiratoria mitocondrial; al inhibir el complejo I mitocondrial se generan radicales
libres como el superoxido, oxigeno molecular singlete, radicales peréxido; que al
acumularse genera un estrés oxidativo. (Aguilar, 2010). La acumulacion de dafio por estrés
oxidativo causado por rotenona conduce a la apoptosis dependiente de caspasa-3. (Aguilar,
2010; Hebert 2006).

Para el ensayo de actividad antioxidante a nivel celular de los extractos lo primero que se
elaboro fue una curva de dosis respuesta con rotenona con cinco diferentes concentraciones
100nM, 500nM, 1uM, 5uM, 10uM.

Para la curva dosis respuesta se sembraron placas de 96 pozos con 4000 células por pozo se
dejo que se adhirieran durante 24 horas; una vez adheridas se les dosificé con rotenona
100nM, 500nM, 1uM, 5uM, 10uM durante 48 horas. Lo primero que se hizo fue analizar
los cambios en la morfologia celular después del tratamiento con diferentes

concentraciones de rotenona, se utilizo la microscopia de luz (figura 3). Las células del
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control presentaron la tipica morfologia de de la linea celular HT1080. Células ovoides con
nucleo pequefio, citoplasma claro rodeado de fibras de colageno hialinas y proyecciones
laterales (figura 7a). En estado de confluencia estas celulas crecieron en multiples capas y
formando microtumores a traves del pozo (figura 3a). (Rasheed, 1974). En las células
dosificadas con rotenona 100nM, 500nM, 1uM, 5uM, 10uM se pudieron observar cambios
morfolégicos tipicos de la apoptosis como la condensacién citoplasmatica, desarrollo de
vacuolas citoplasmética 'y aparicion de fragmentos celulares. (figura 3
b,c,d,e,f,).Observandose un menor dafio celular en las de menor concentracion 100nM y
500nM (figura 3 b,c) en la que todavia se observa una densidad de células formando
microtumores con proyecciones laterales aunque se comienza a observar vacuolas
citoplasmaticas que indican comienzo de la apoptosis. En las concentraciones de 1uM,
5uM, y 10uM (figura 3 d, e, f ) ya no se observa la densidad de células que forman
microtumores las proyecciones celulares no se pueden apreciar claramente hay presencia de
vacuolas citoplasmaticas y se observa gran cantidad de residuos celulares lo que indica que

hay una gran cantidad de células muertas sugiriendo que la rotenona desencadeno la muerte

celular programada en las células de fibrosarcoma HT1080.

Figura 3. Efecto a nivel celular de Rotenona a diferentes concentraciones. Las figuras muestran
el efecto de diferente concentraciones de rotenona a nivel celular nétese la aparicion de vesiculas en
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las células dosificadas y una disminucion de células entre las de menor y mayor concentracion y
estas comparadas con el control.

Para escoger la concentracion de trabajo de rotenona se ley6 el ensayo por MTT para observar el
porcentaje de viabilidad celular en las diferentes concentraciones de rotenona (figura 4).

% Viabilidad celular

Concentracion de Rotenona
Figura 4 Curva dosis respuesta rotenona

En la curva de dosis respuesta de rotenona se observa una diferencia en el porcentaje de
viabilidad celular desde la menor concentracion 100nM de rotenona pero utilizamos como
dosis para el ensayo la concentracion de 1uM de rotenona puesto que para ver un resultado
con el extracto se espera que la concentracion de rotenona utilizada tuviera un porcentaje de

viabilidad celular por debajo del 40%. (Figura 4).

Una vez se conocid la concentracion de trabajo de rotenona se sembraron placas de 96
pozos con 4000 células por pozo se dejo que se adhirieran durante 24 horas; una vez
adheridas se les dosifico con el extracto durante 48 horas al termino de estas se dosifico con
rotenona 1uM durante 48 horas esta dosis se estandarizo mediante una curva patron de
rotenona (figura 8).

Una vez dosificada se dejaron las células con rotenona y extracto durante 48 horas y se

observo su viabilidad por medio de MTT. (figura 5)
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Figura 5. Efecto antioxidante a nivel celular. Se muestra el efecto de los extractos sobre la linea
HT1080 tratados con Rotenona 1 uM se expresa en porcentaje de viabilidad respecto al control sin
rotenona el cual consiste en Células HT1080 sin tratamiento. Se utilizé un control de células sin ningun
tratamiento para expresar el 100% de viabilidad. Se realizaron 3 réplicas del ensayo cada una con n=4.
Todos los controles tratados con Rotenona muestran una diferentes a los controles sin Rotenona
(***P<0,001) A Las células HT1080 dosificada con las concentraciones 50ug/ml y 100 ug/ml de
extractos de Vitis labrusca evidencian un mayor porcentaje de viabilidad respecto de los que fueron
tratados con Rotenona 1 uM sin extracto (***P<0,001) mientras que las tratadas con una concentracion
de 10 ug/ml no presentan ninguna diferencia con el control con rotenona sin extracto (ns P>0,05). Entre
las concentraciones de 10ug/ml, 50ug/ml y 100ug/ml se evidencia un aumento de la proliferacién entre
ellos (***P<0,001; **P<0,01). B Las células HT1080 dosificada con las concentraciones 100 ug/ml de
extractos de Bactriz minor evidencian un mayor porcentaje de viabilidad respecto de los que fueron
tratados con Rotenona 1 uM sin extracto (***P<0,001) mientras que las tratadas con una concentracion
de 10 ug/ml y 50ug/ml no presentan ninguna diferencia con el control con rotenona sin extracto (ns
P>0,05). Entre las concentraciones de 10ug/ml, 50ug/ml y 100ug/ml se evidencia una diferencia en el
porcentaje de viabilidad entre la concentracién de 10ug/ml y 100ug/ml aumento de la proliferacidn entre
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ellos (*P<0,05). C Las células HT1080 dosificada con las concentraciones 50 ug/ml de extractos de
Averrhoa carambola evidencian un mayor porcentaje de viabilidad respecto de los que fueron tratados
con Rotenona 1 uM sin extracto (**P<0,01) mientras que las tratadas con una concentracién de 10 ug/ml
y 100ug/ml no presentan ninguna diferencia con el control con rotenona sin extracto (ns P>0,05). Entre
las concentraciones de 10ug/ml, 50ug/ml y 100ug/ml se evidencia una diferencia en el porcentaje de
viabilidad entre la concentracion de 10ug/ml y 50ug/ml y entre 50ug/ml y 100ug/ml aumento de la
proliferacidn entre ellos (**P<0,01;*P<0,05). D Las células HT1080 dosificada con las concentraciones
50 ug/ml y 100 ug/ml de extractos de Vaccinium meridionale evidencian un mayor porcentaje de
viabilidad respecto de los que fueron tratados con Rotenona 1 uM sin extracto (**P<0,01; ***P<0,001)
mientras que las tratadas con una concentracion de 10 ug/ml no presentan ninguna diferencia con el
control con rotenona sin extracto (ns P>0,05). Entre las concentraciones de 10ug/ml, 50ug/ml y
100ug/ml se evidencia una diferencia en el porcentaje de viabilidad entre la concentracion de 10ug/ml y
50ug/ml y entre 10ug/ml y 100ug/ml aumento y entre 50ug/ml y 100 ug/ml de la proliferacidn entre ellos
(*P<0,05;***P<0,001;**P<0,01). Todos los valores de significancia se estimaron sobre los datos crudos
de absorbancia mediante la prueba HDS de Tukey.

Los resultados (figura 5) muestran que existe un efecto antioxidante celular ya que al
dosificarlas con la rotenona se dafio el complejo | mitocondrial por lo que se esperaria una
muerte celular por apoptosis debido a la concentracion de radicales libres en la celula,
generando un estrés oxidativo que da como resultado apoptosis (Ranjita et al. 2004).Pero en
presencia de los extractos se observo que hay un porcentaje mayor de células viables frente
al control (figura 5); con todos los extractos en todas las concentraciones, teniendo un
efecto protector a mayores concentraciones de extracto en este caso la mayor proteccion se
dio a una concentracion de 100ug/ml de todos los extractos. El extracto que dio una mayor
efecto antioxidante a nivel celular fue la uva con una proteccion del 29,56% + 2,81 (fig 5),
seguido por el corozo 26,13% + 10,45 agraz 19,00%+1,62 carambolo 9,69% + 1,21 lo que
demuestra que el extracto completo con una actividad antioxidante puede tener un efecto a
nivel celular contra el estrés oxidativo.

Esto demuestra que los fenoles podrian inhibir los dafios generados por el estrés oxidativo
(Martinez  2002) afirma que los flavonoides y las isoflavonas protegen contra el dafio
oxidativo por que quimicamente los flavonoides y las isoflavonas son donadores de
electrones y pueden tener una funcion antioxidante en cultivos celulares mediante la
captacion de aniones superoxido, oxigeno molecular singlete, radicales perdéxido y/o
estabilizando los radicales libres involucrados en procesos oxidativos. En este proceso los
flavonoides se convierten en radicales libres pero su estructura conjugada hace que el

electron restante quede relativamente inactivo.
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Conclusiones
La semilla de Vitis labrusca, tanto en metanol como en acetato de etilo mostrd la mayor
actividad antioxidante (DPPH y ABTS) asi como el mas alto contenido de fenoles totales.

Los extractos en metanol tienen una mayor actividad antioxidante que los jugos ya que
estos pueden presentar una menor interferencia al estar aislados de otros compuestos

presentes en las plantas.

Existe una relacion entre la cantidad de fenoles totales presentes en los extractos medido
por RFC y la capacidad antioxidante medida por DPPH y ABTS. Los compuestos que
presentaron un mayor contenido de fenoles totales presentaron una mayor capacidad

antioxidante.

Los extractos no presentaron una capacidad citotoxica contra la linea celular HT1080.

Se encontr6 una actividad antioxidante a nivel celular y se puede relacionar con el
contenido de fenoles totales medida por RFC y la capacidad antioxidante ABTS y DPPH
sugiriendo que extractos que posean compuestos fenolicos y actividad antioxidante pueden

presentar una proteccion celular contra especies reactivas del oxigeno.

Recomendaciones.

Con bhase a los resultados obtenidos se recomienda hacer un fraccionamiento con una

mayor cantidad de solventes y realizar una caracterizacion de los compuestos obtenidos.

Se recomienda utilizar concentraciones mayores de los extractos con el fin de encontrar una
dosis letal 50 del extracto. Se recomienda caracterizar los extractos y utilizar fracciones con
el fin de encontrar moléculas citotoxicas dentro de los extractos contra la linea celular
HT1080.

Se recomienda hacer el mismo ensayo de actividad antioxidante en células normales.
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ANEXOS

Anexo 1. Dosis-Respuesta Porcentaje de viabilidad.

Se presentan los datos de Dosis-Respuesta de la linea celular HT 1080. La proliferacion de
las células se expresd en porcentaje de viabilidad, la cual se hall6 mediante la ecuacion %

Viabilidad=(Absorbancia Células tratadas*100) / Absorbancia Células sin tratar. Las

células sin tratar equivalen al control.

% Viabilidad
Bactris minor
1 2 3 4 Promedio+SD
Control 100 100 100 100 100
10 90,09 116,56 112,12 100,61 104,84+11,91
50 92,42 110,06 122,56 86,63 102,92+16,46
100 80,47 90,58 105,05 104,86 95,24+11,96
Vitis labrusca
1 2 3 4
Control 100 100 100 100 100
10 119,55 102,32 134,05 106,28 115,55+14,37
50 83,71 102,06 108,92 117,54 103,06+14,37
100 101,00 88,92 106,76 119,11 103,95+12,55
Averrhoa carambola
1 2 3 4
Control 100 100 100 100 100
10 99,42 87,39 100,28 96,57 95,92+5,90
50 100,29 83,28 83,00 91,14 89,43+8,16
100 101,45 108,50 90,08 72,00 93,01+15,93
Vaccinium meridionale
1 2 3 4
Control 100 100 100 100 100
10 117,73 106,25 96,31 128,48 112,19+13,95
50 107,36 96,43 104,19 100,00 101,99+4,78
100 116,72 101,49 102,22 95,67 104,02+8,96

Anexo 2. Porcentaje de viabilidad linea celular HT 1080 dosificados con los extractos

y Rotenona 1uM.

La proliferacion de las células HT 1080 se expreso en Porcentaje de viabilidad empleando la misma
ecuacion % Viabilidad=( Absorbancia células tratadas *100)/ Absorbancia células sin tratar,
donde las células sin tratar equivalen al control sin rotenona.
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% Viabilidad

1 2 3 4 Promedio+SD
Control Sin Rot 100 100 100 100 0
Control con Rot 20,31 21,59 23,00 25,08 22,49+2,04
Bactris minor
1 2 3 4
10 32,67 35,08 36,50 39,04 35,82+2,66
50 34,96 37,93 38,72 41,29 38,23+2,61
100 34,66 49,03 50,89 59,91 48,62+10,45
Vitis labrusca
1 2 3 4
10 30,53 31,63 32,64 33,63 32,11+1,33
50 36,64 37,33 38,87 41,14 38,50+1,99
100 49,62 49,63 54,15 54,80 52,05+2,82
Averrhoa carambola
1 2 3 4
10 30,84 30,43 31,16 33,18 31,40+1,22
50 31,91 38,38 39,32 43,24 38,21+4,70
100 31,30 31,18 32,49 33,78 32,19+1,22
Vaccinium meridionale
1 2 3 4
10 29,92 30,43 30,27 36,19 31,70+3
50 34,05 35,68 36,05 37,09 35,72+1,26
100 40,46 39,88 42,28 43,39 41,50+1,62

Anexo 3. Pruebas Estadisticas (ANOVA de una via y prueba HSD de Tukey)

3.a. Dosis-Respuesta Extractos
***P<0,001 ; **P<0,01 ; *P<0,05 ; ns P>0,05

Bactris minor

One-way analysis of variance

P value 0,4693
P value summary ns

Are means signif. different? (P <

0.05) No
Number of groups 4
F 0,9007
R square 0,1838
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ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 0,002 3 0,0006667

Residual (within columns) 0,008884 12 0,0007403

Total 0,01088 15

Tukey's Multiple Comparison Mean Significant? P < Summa

Test Diff, q 0,05? ry 95% CI of diff
-0,07187 to

Control vs Corozo 10 -0,01475 1,084 No ns 0,04237

0,588 -0,06512 to

Control vs Corozo 50 -0,008 1 No ns 0,04912
-0,04187 to

Control vs Corozo 100 0,01525 1,121 No ns 0,07237

0,496 -0,05037 to

Corozo 10 vs Corozo 50 0,00675 2 No ns 0,06387
-0,02712 to

Corozo 10 vs Corozo 100 0,03 2,205 No ns 0,08712
-0,03387 to

Corozo 50 vs Corozo 100 0,02325 1,709 No ns 0,08037

Vitis labrusca

One-way analysis of variance

P value 0,2444

P value summary ns

Are means signif. different? (P <

0.05) No

Number of groups 4

F 1,585

R square 0,2839

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 0,008192 3 0,002731

Residual (within columns) 0,02067 12 0,001722

Total 0,02886 15

Tukey's Multiple Comparison Mean Significant? P < Summa

Test Diff, q 0,05? ry 95% CI of diff
-0,1464 to

Control vs Uva 10 -0,05925 2,855 No ns 0,02788
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0,518 -0,09788 to
Control vs Uva 50 -0,01075 1 No ns 0,07638
0,710 -0,1019 to
Control vs Uva 100 -0,01475 8 No ns 0,07238
-0,03863 to
Uva 10 vs Uva 50 0,0485 2,337 No ns 0,1356
-0,04263 to
Uva 10 vs Uva 100 0,0445 2,144 No ns 0,1316
0,192 -0,09113 to
Uva 50 vs Uva 100 -0,004 8 No ns 0,08313
Averrhoa carambola
One-way analysis of variance
P value 0,4426
P value summary ns
Are means signif. different? (P <
0.05) No
Number of groups 4
F 0,9612
R square 0,1937
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,002936 3 0,0009787
Residual (within columns) 0,01222 12 0,001018
Total 0,01516 15
Tukey's Multiple Comparison Mean Significant? P < Summa
Test Diff, q 0,05? ry 95% CI of diff
0,877 -0,05300 to
Control vs Carambolo 10 0,014 4 No ns 0,08100
-0,03025 to
Control vs Carambolo 50 0,03675 2,303 No ns 0,1037
-0,04225 to
Control vs Carambolo 100 0,02475 1,551 No ns 0,09175
-0,04425 to
Carambolo 10 vs Carambolo 50 0,02275 1,426 No ns 0,08975
0,673 -0,05625 to
Carambolo 10 vs Carambolo 100  0,01075 8 No ns 0,07775
0,752 -0,07900 to
Carambolo 50 vs Carambolo 100 -0,012 1 No ns 0,05500

Vaccinium meridionale

One-way analysis of variance
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P value 0,6395

P value summary ns
Are means signif. different? (P <
0.05) No
Number of groups 4
F 0,5797
R square 0,1266
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,003259 3 0,001086
Residual (within columns) 0,02248 12 0,001874
Total 0,02574 15
Tukey's Multiple Comparison Mean Significant? P < Summa
Test Diff, q 0,05? ry 95% CI of diff
-0,1286 to
Control vs Agraz 10 -0,03775 1,744 No ns 0,05313
0,311 -0,09763 to
Control vs Agraz 50 -0,00675 9 No ns 0,08413
0,577 -0,1034 to
Control vs Agraz 100 -0,0125 6 No ns 0,07838
-0,05988 to
Agraz 10 vs Agraz 50 0,031 1,432 No ns 0,1219
-0,06563 to
Agraz 10 vs Agraz 100 0,02525 1,167 No ns 0,1161
0,265 -0,09663 to
Agraz 50 vs Agraz 100 -0,00575 7 No ns 0,08513
3.b Rotenona+Extractos
***P<0,001 ; **P<0,01 ; *P<0,05 ; ns P>0,05
Bactris minor
One-way analysis of variance
P value < 0,0001
P value summary foleiaia
Are means signif. different? (P <
0.05) Yes
Number of groups 5
F 121,1
R square 0,97
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,577 4 0,1443
Residual (within columns) 0,01787 15 0,001191
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Total 0,5949 19
Tukey's Multiple Comparison Mean Significant? P < Summa
Test Diff, q 0,057 ry 95% CI of diff
No Rot vs Con Rot 0,4688 27,16 Yes FEx 0,3934 to 0,5441
No Rot vs Corozo 10+Rot 0,427 24,74 Yes Fhx 0,3516 to 0,5024
No Rot vs Corozo 50+Rot 0,411 23,82 Yes kK 0,3356 to 0,4864
No Rot vs Corozo 100+Rot 0,3415 19,79 Yes Fhx 0,2661 to 0,4169
-0,1171 to
Con Rot vs Corozo 10+Rot -0,04175 2,419 No ns 0,03361
-0,1331 to
Con Rot vs Corozo 50+Rot -0,05775 3,347 No ns 0,01761
-0,2026 to -
Con Rot vs Corozo 100+Rot -0,1273 7,374 Yes Fkx 0,05189
Corozo 10+Rot vs Corozo 0,927 -0,09136 to
50+Rot -0,016 2 No ns 0,05936
Corozo 10+Rot vs Corozo -0,1609 to -
100+Rot -0,0855 4,955 Yes * 0,01014
Corozo 50+Rot vs Corozo -0,1449 to
100+Rot -0,0695 4,027 No ns 0,005860
Vitis labrusca
One-way analysis of variance
P value < 0,0001
P value summary Fkkk
Are means signif. different? (P <
0.05) Yes
Number of groups 5
F 861
R square 0,9957
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,5975 4 0,1494
Residual (within columns) 0,002602 15 0,0001735
Total 0,6001 19
Tukey's Multiple Comparison Mean Significant? P < Summa
Test Diff, q 0,05? ry 95% CI of diff
711
No Rot vs Con Rot 0,4688 8 Yes *kk 0,4400 to 0,4975
No Rot vs Rot 10 Uva 0,4518 68,6 Yes Fkk 0,4230 to 0,4805
62,1
No Rot vs Rot 50 Uva 0,4093 4 Yes Fkx 0,3805 to 0,4380
48,4
No Rot vs Rot 100 Uva 0,319 4 Yes falaie 0,2902 to 0,3478
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2,58 -0,04576 to
Con Rot vs Rot 10 Uva -0,017 1 No ns 0,01176
9,03 -0,08826 to -
Con Rot vs Rot 50 Uva -0,0595 5 Yes *kk 0,03074
22,7 -0,1785 to -
Con Rot vs Rot 100 Uva -0,1498 4 Yes Fkx 0,1210
6,45 -0,07126 to -
Rot 10 Uva vs Rot 50 Uva -0,0425 3 Yes *k 0,01374
20,1 -0,1615 to -
Rot 10 Uva vs Rot 100 Uva -0,1328 6 Yes *kk 0,1040
-0,1190 to -
Rot 50 Uva vs Rot 100 Uva -0,09025 13,7 Yes Fkx 0,06149
Averrhoa carambola
One-way analysis of variance
P value < 0,0001
P value summary Fkkk
Are means signif. different? (P <
0.05) Yes
Number of groups 5
F 605
R square 0,9938
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,6465 4 0,1616
Residual (within columns) 0,004008 15 0,0002672
Total 0,6505 19
Tukey's Multiple Comparison Mean Significant? P < Summa
Test Diff, q 0,05? ry 95% CI of diff
No Rot vs Con Rot 0,4688 57,36 Yes faleled 0,4331 to 0,5044
No Rot vs Carambolo 10+Rot 0,4565 55,86 Yes Fkk 0,4208 to 0,4922
No Rot vs Carambolo 50+Rot 0,411 50,29 Yes falalad 0,3753 to 0,4467
No Rot vs Carambolo 100+Rot 0,4513 55,21 Yes Fkk 0,4156 to 0,4869
-0,04794 to
Con Rot vs Carambolo 10+Rot -0,01225 1,499 No ns 0,02344
-0,09344 to -
Con Rot vs Carambolo 50+Rot -0,05775 7,066 Yes wx 0,02206
-0,05319 to
Con Rot vs Carambolo 100+Rot -0,0175 2,141 No ns 0,01819
Carambolo 10+Rot vs Carambolo -0,08119 to -
50+Rot -0,0455 5,567 Yes wx 0,009810
Carambolo 10+Rot vs Carambolo 0,642 -0,04094 to
100+Rot -0,00525 4 No ns 0,03044
Carambolo 50+Rot vs Carambolo 0,004560 to
100+Rot 0,04025 4,925 Yes * 0,07594

47



Vaccinium meridionale

One-way analysis of variance

P value < 0,0001

P value summary Frkx

Are means signif. different? (P <

0.05) Yes

Number of groups 5

F 1034

R square 0,9964

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 0,6204 4 0,1551

Residual (within columns) 0,002249 15 0,00015

Total 0,6226 19

Tukey's Multiple Comparison Mean Significant? P < Summa

Test Diff, q 0,05? ry 95% ClI of diff
76,5

No Rot vs Con Rot 0,4688 6 Yes ol 0,4420 to 0,4955
74,2

No Rot vs Agraz 10+Rot 0,4545 3 Yes Fxk 0,4278 t0 0,4812
69,8

No Rot vs Agraz 50+Rot 0,4278 6 Yes faleal 0,4010 to 0,4545
63,5

No Rot vs Agraz 100+Rot 0,3893 7 Yes faleal 0,3625 to 0,4160
2,32

Con Rot vs Agraz 10+Rot -0,01425 7 No ns -0,04099 to 0,01249
6,69 -0,06774 to -

Con Rot vs Agraz 50+Rot -0,041 6 Yes ** 0,01426
12,9

Con Rot vs Agraz 100+Rot -0,0795 8 Yes falalel -0,1062 to -0,05276
4,36 -0,05349 to -1,214e-

Agraz 10+Rot vs Agraz 50+Rot  -0,02675 9 Yes * 005

Agraz  10+Rot vs  Agraz 10,6 -0,09199 to -

100+Rot -0,06525 6 Yes falaled 0,03851

Agraz 50+Rot vs  Agraz 6,28 -0,06524  to -

100+Rot -0,0385 8 Yes *x 0,01176
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