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RESUMEN

En el presente trabajo se evalud el contenido de acido ascorbico y polifenoles totales
del SancaydqCorryocactus brevistylusademas de su actividad antioxidante y su
efecto genotoxico en linfocitos de sangre periférica por el ensayo cometa

Se utilizaron frutos deCorryocactus brevistylusoriginarios de la provincia de
Caylloma, perteneciente al departamento de Arequipa, los cuales fueron liofilizados
en el laboratorio de Ingenieria Alimentarias de la Universidad Nacional de San
Agustin. Se analiz6 morfol6gicamente una muestra de ellos en el herbario de la
misma universidad y se confirmé su pertenencia a la especieyocactus
brevistylus.

Se determiné el contenido de &cido ascorbico por el método voltamétrico obteniendo
un valor de 1,42 mg A.A. /g de muestra liofilizada y el contenido de polifenoles
totales por el método colorimétrico de Follin — Ciocalteu hallando un valor promedio
de 6,41 mg GAE/g de muestra. Asi mismo, se evaluo la actividad antioxidante del
Corryocactus brevistylusbteniendo valores promedio de 90,30 umol TE/ g para el
método DPPH, 154,20 umol TE/ g para el método ABTS vy finalmente 76,74 umol
TE/ g para el ensayo CUPRAC.

La evaluacion de la genotoxicidad del sanc@yorryocactus brevistyluge realizo

con linfocitos de sangre periférica extraidos por gradiente de densidad con Ficoll-
Paque Premium. Las células se expusieron con el extracto acuoso de sancayo a
concentraciones de 0,02 %, 0,2 % y 2 % a 37 °C por 30 min para su posterior fijacion
en portaobjetos embebidos previamente con agar. Se realizé el ensayo cometa con las
células ya tratadas por medio de un tratamiento de Lisis por espacio de 18 h,
incubacion en una solucion alcalina por 10 min, corrida electroforética a 30 V y 246
mA por 20 min, neutralizacion y finalmente tefiido con nitrato de plata. Se conté y
clasific6 50 cometas al azar, para luego analizarlos en el software CaspLab y obtener
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sus resultados en base al % de DNA en cola (Tail DNA %), unidades arbitrarias
(UA), momento de cola (TM) y el momento de cola Olive (OTM).

En el estudio de genotoxicidad, se obtuvo un valor del 7,72 + 0,85 de porcentaje de
DNA en cola para el tratamiento al 0,02 % y valores de momento de cola (TM) de
2,27 + 0,24 y de momento de cola Olive (OTM) de 3,01 + 0,47. Los extractos al 0,2
% y 2 % alcanzaron valores de porcentaje de DNA en cola de 15,32 + 1,59y 24,58 *
2,3 respectivamente, ademas de valores en su TM de 7,53 £+ 1,12y 14,20 + 3,80 y en
suOTM de 6,38 + 0,76 y 10,45 + 0,90.

Como resultados del estudio se concluyd que para la variedad de Caylloma, existe un
mayor contenido de polifenoles totales equivalentes en mg de &cido galico (GAE)
por gramo de muestra (6,41 mg GAE/g) a comparacion del contenido de &cido
ascorbico (1,42 mg AA/g) encontrados en los fruto€deayocactus brevistylupor

lo que se puede presumir que su actividad antioxidante es atribuida en su mayoria a
la existencia de polifenoles totales en el sancayo con una poca influencia de acido
ascorbico encontrado. De la misma forma, se observdo que su extracto en las
concentraciones del 0,02 % y 0,2 % no muestran genotoxicidad en las células
mononucleares mientras que al 2 % es considerado ligeramente genotdxico con
valores cercanos a los obtenidos con el control positivo. Se puede presumir que la
genotoxicidad del sancayo es influenciada, en su mayoria, al poder prooxidante del
acido ascorbico existente en el fruto.

Palabras clave:Corryocactus brevistylus, acido ascorbico, polifenoles totales,
actividad antioxidante, genotoxicidad, ensayo cometa.
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ABSTRACT

In this study the content of ascorbic acid and total polyphenols of Sancayo
(Corryocactus brevistylusyas evaluated, in addition to its antioxidant activity and
genotoxic effect in peripheral blood lymphocytes through the comet assay.

Corryocactus brevistylusuits belonging to Caylloma province, from the department
of Arequipa, were freeze-dried in the laboratory of Food Engineering, National
University of San Agustin. Sancayo sample was analyzed morphologically in the
herbarium of the same university and its sped@sryocactus brevistylusvas
confirmed.

The ascorbic acid content was determined by the voltammetric method, obtaining a
value of 1,42 mg AA /g of lyophilized sample and the total polyphenols content by
the Follin — Ciocalteu method obtaining an average value of 6,41 mg GAE /g of
lyophilized sample. Also, the antioxidant activity Gbrryocactus brevistylusvas
evaluated, obtaining average values of 90,30 umol TE /g for DPPH method, 154,20
umol TE /g for the ABTS method and finally 76,75 umol TE /g for CUPRAC
method.

The genotoxicity ofCorryocactus brevistylusvas evaluated using peripheral blood
lymphocytes extracted by density gradient Ficoll-Paque Premium. Cells were
exposed to the aqueous extract of sancayo at concentrations of 0,02 %, 0,2 % and 2
% at 37 ° C for 30 min. for subsequently pin up with agar in previously embedded
glass slides. The comet assay was performed in treated cells, using a lysis treatment
for 18 h, incubation in an alkaline solution for 10 min., electrophoresis run at 30 V
and 246 mA for 20 min, neutralization and finally stained with Silver Nitrate. 50
comets were counted randomly and classified using the CasplLab software, and get
the results based on Tail DNA %, arbitrary units (AU), Tail Moment (TM) and Tail
Moment Olive (OTM).
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In the genotoxicity studies, was obtained for treatment 0,02 %, a value of 7,72 + 0,85
Tail DNA %, in Tail Moment (TM) a value of 2,27 = 0,24 and for Olive Talil
Moment (OTM) 3,01 = 0,47. Extracts 0,2% and 2% reached values for Tail DNA %
of 15,32 + 1,59 and 24,58 + 2,3 respectively, values of 7,53 + 1,12 and 14,20 + 3,80
for TM and finally 6,38 £ 0,76 and 10,45 + 0,90 for OTM.

As results of the study it was concluded that for the variety of Caylloma, there is a
higher content of total polyphenols in mg of gallic acid equivalent (GAE) per gram
of sample (6,41 £ 0,13 mg GAE / g) compared to the content ascorbic acid (AA 1,42
+ 0,03 mg / g) found in the fruits @orryocactus brevistyluso it can be assumed

that its antioxidant activity is attributed mostly to the presence of polyphenols in the
Sancayo with a little influence of ascorbic acid founded. Likewise, it was observed
that the extract at concentrations of 0,02 % and 0,2 % did not show genotoxicity
mononuclear cells while 2% is considered genotoxic slightly nearer to those obtained
with the positive control. It can be assumed that the genotoxicity of Sancayo is
influenced mostly at existing power prooxidant ascorbic acid in the fruit.

Keywords: Corryocactus brevistylus, ascorbic acid, total polyphenols, antioxidant
activity, genotoxicity, comet assay.
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INTRODUCCION

Desde siempre la naturaleza ha proveido al hombre de una gran variedad de
productos naturales que poseen propiedades beneficiosas para el ser humano y las
células que conforman nuestro organismo. Estos productos naturales en su mayoria
contienen moléculas capaces de contrarrestar los agentes nocivos a los cuales
nuestro cuerpo y nuestras células estan expuestos dia a dia, las que ademas dafian su
estructura y por ende la salud de las personas.

Las moléculas capaces de proteger a nuestro organismo de los efectos causados por
los radicales libres son conocidas como antioxidantes, los cuales son capaces de
retardar o prevenir la oxidacion de las moléculas de nuestro organismo ayudandonos
a prevenir posibles enfermedades que afecten a futuro nuestrasalud.

La oxidacion es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia
a un agente oxidante en la cual se pueden producir radicales libres. Los radicales
libres al tener un electron desapareado con capacidad de aparearse, buscan reaccionar
con moléculas estables con el fin de alcanzar una estabilidad electroquimica
conduciendo a nuestro organismo a diversas enfermedades, como: envejecimiento
precoz, problemas del sistema cardiovascular (arteriosclerosis), problemas en el
sistema nervioso, dafio genético (mutaciones y canceres), entre otras. Debido a que la
capacidad de nuestro organismo para contrarrestar los radicales libres es limitada, es
de mucho interés el consumo de alimentos naturales que proporcionen sustancias
beneficiosas a la saldd.

Entre toda esa gran variedad natural, encontramos a la especigcactus
brevistyluso conocida como “sancayo”, el cual es una cactacea que tiene como fruto
a unas bayas globulares comestibles las cuales tienen un alto contenido en vitamina
C y polifenoles, llevandolos asi a tener propiedades antioxid&htés.

El habitat de esta especie se sitia en el Suroeste de América, desde el sur del Peru
abarcando los departamentos de Ayacucho, Arequipa, Moquegua y Tacna, hasta el
norte de Chile por las regiones de Arica y Parina¥dfaLa mayor parte de la
produccion silvestre del fruto es consumida por los lugarefios de la zona los cuales
conocen de él, mientras que otra pequefia parte de este es vendido a la poblacion la
cual en su mayoria no conoce del fruto y mucho menos de sus propi&dades.

Existen numerosos estudios relacionados con la medicion de la actividad
antioxidante de diversas especies, como por ejemplo, la uva, limo, mango y tomate,
en los que se da a conocer sus componentes principales, otorgandoles asi una mayor
importancia en las diferentes industrids.
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Los productos naturales al poseer componentes y propiedades beneficiosas para la
salud de personas, han traido consigo la atencién de la industria alimentaria y
farmacéutica por lo que es necesario evaluar la toxicidad de los mismos para su uso y
consumo seguro. El estudio genotoxico de diversos productos, suele ser evaluado en
modelos de estudim vitro comoin vivo a través de numerosas técnicas siendo una

de ellas el ensayo cometa. Este ensayo consiste en evaluar la formacién de cometas
a partir de células tratadas previamente con el extracto a estudiar, usando diversos
modelos de estudio como el uso de linfocitos de sangre periférica el cual ha sido muy
empleado en el estudio de genotoxiciddd.

Debido a la gran importancia atribuida al consumo del frutoCdeyocactus
brevistylus, es que se realizo el presente trabajo en el que evalué el contenido de
acido ascorbico por el método voltamétrico, el contenido de polifenoles totales por el
método de Follin Ciocalteu, la actividad antioxidante por los método DPPH, ABTS y
CUPRAC vy la evaluacién de su genotoxicidad en linfocitos de sangre periférica a
través del ensayo cometa. Se evalué los resultados obtenidos con los métodos
propuestos para la determinacion de la actividad antioxidante del Sancayo, ademas
del efecto de las diferentes concentracioneSaleyocactus brevistylugsadas para

su estudio genotéxico. Con el estudio de esta especie se espera conocer mas acerca
de este fruto y fomentar su consumo en la ciudad de Arequipa.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el contenido de acido ascoérbico y polifenoles totales del Sancayo
(Corryocactus brevistylus)y determinar su actividad antioxidante y genotoxicidad
en linfocitos de sangre periférica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Determinar el contenido de acido ascoérbico existente en el fruto sancayo
(Corryocactus brevistylgs

» Determinar el contenido de polifenoles totales presentes en el fruto sancayo
(Corryocactus brevistylQs

 Evaluar la actividad antioxidante de los frutos sanca@orr{ocactus
brevistylus)con los métodos DPPH, ABTS y CUPRAC

» Evaluar el efecto genotéxico del fruto sanca@orfyocactus brevistylusgn
linfocitos de sangre periférica a través del ensayo cometa.
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HIPOTESIS

Debido a que el Sancay(Corryocactus brevistylus)s una especie endémica con
antecedentes de poseer cantidades considerables de vitamina C y posiblemente
también de polifenoles totales, es que se evalud la actividad antioxidante del Sancayo
y su poder genotoxicos en linfocitos de sangre periférica a través del ensayo cometa.
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VARIABLES E INDICADORES

Las variables dependientes e independientes del proceso:

PRUEBA VARIABLES INDICADORES
Concentracién de acido . .
. L - Concentracion obtenida
Variables | ascorbico presente en la .
. de acuerdo al voltaje
Q. Dependientes| muestra de Corryocactus .
Acido . emitido.
. brevistylus.
Ascorbico
Variables .
. Concentracion del sancaye Extracto acuoso al 2%
Independientes
- Cambio de coloracion a
Concentracién de través del método de
Variables | polifenoles totales Follin —Ciocalteu.
Polifenoles Dependientes| presentes en la muestra de Absorbancia obtenida
Totales Corryocactus brevistylus.| por el método
espectrofotométrico.
Variables F - Extracto metandlico al
. Concentracién del sancayo
Independientes 2%
- Cambio de coloracion g
Presencia o ausencia de J)Rs del metodo
: : 4 . DPPH, ABTS y
Variables | polifenoles y/o vitamina C CUPRAC
ivi Dependientes| en la muestra de . ,
A(':tlv'lgad | Corryocactus brevistylus | R c'2 obtenida
Antioxidante y Yy por el método
espectrofotométrico.
Variables - - Extracto metandlico al
. Concentracién del sancayo
Independientes 2%
- Unidades arbitrarias
. - % DNA en cola
. Efecto genotoxico del
Variables -
. extracto de Corryocactus | - Momento de cola (Tail
Dependientes .
Ensayo brevistylus Moment- TM)
Cometa - Momento de cola olive
(Olive Tail Moment-
OTM)
Variables Concentracién del sanca 6Extracto acuoso al
Independientes y 0,02%, 0,2% y 2%
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CAPITULO |
MARCO TEORICO
1.1. SANCAYO (Corryocactus brevistylys
1.1.1 CLASIFICACION Y NOMBRES COMUNES

El Sancayo es una especie endémica de las vertientes occidentales del sur del
Per (Arequipa, Ayacucho, Moquegua y Tacha)asi también como de la
precordillera andina del norte de Chile (Arica, Parinacota y Taraffaca).

El Corryocactus brevistylues una especie de cactacea de ramificacion libre de

2 a 5 m de altura, con unos tallos de color verde oscuro a verde claro amarillento
de 12 - 15 cm de diametro ramificado principalmente desde laHmasta parte

de la familia de lasCactaceas/ es conocida principalmente por sus frutos, los
cuales son unas bayas de color verdoso de 7 — 10 cm de diametro, redondos y
cubierto con abundante espinas, conocidas entre la poblacion andina como
Sancayo 0 Sanky.

La posicién taxonémica del Corryocactus brevistgada siguiente®

Reino: Plantae
Phyllum/Division: Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Género Corryocactus
Especie: C. brevistylus
Subespecie: puquiensis

Nombres Comunes:Sancayo, sanky, suja, cure, chona, cardon, tacaysifia,
kontumela, guacalla, quiso de flores amarillas.

Se han reconocido dos subespeciesCdayocactus brevistylusrevistylusy
puquiensis La subespecibrevistylus suele ser de 2-3 m de alto y posee unas
flores de 10 cm de didmetro, esta subespecie suele producirse principalmente en
la parte sur de la cordillera. La subespguiguiensigposee unos tallos de 5 m.

alto y por lo general unas flores de 6 cm de didmetro; se produce en la parte mas
septentrional de la cordillera, sobre todo en Arequipa, Perd.
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1.1.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Es una planta de cuerpo arbustivo o a menudo arboreo, de pocas costillas,
constituido por tallos carnosos ramificados libremente desde la base con una
coloracion de verde oscuros a verde claro y conformado con espinas largas de
hasta 24 cm de lard®.

Las ramas son articuladas y frecuentemente de varios metros de largo y de 8 a 15
cm de grosor. Poseen una epidermis verde que puede tornarse mas adelante
amarillenta por la insolaciof’

Las costillas son de 6 a 9 distribuidos en forma triangular en corte transversal,
con areolas redondeadas, separadas entre si por 2 a 4 cm. Tiene un color café-
anaranjadas cuando son nuevas y que se vuelven grises con el paso del tiempo.
40

Las espinas son rectas y derechas de un color marrén que mas adelante se hacen
ligeros. La longitud de los mismos es muy desigual de mas de 1 — 3 cm de largo
las del borde y hasta 20 — 24 cm de largo las mas cénitffcas.

FIGURA N° 1.: Fruto de Corryocactus brevistylus. Extraido @stolaza N.,
2011.

Las flores tienen una forma de embudo, son anchas y estan ubicadas de forma
lateral. Tienen una constriccion por encima del ovario, poseen una corola muy

abierta y un tubo floral densamente cubierto de escamas. El tamafio que posee
es de 9 cm de largo y 10 cm de ancho, no tienen aroma y son de un color
amarillo — dorada$
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Sus frutos se presentan de forma globular con un tamafo de 7 a 10 cm de
didmetro, espinoso (espinas que pierde al madurar) y de un color verde oliva
(Ver Figura N° 1). Su carne es acida y jugosa con numerosas semillas negras y
una céscara con un interior mucilagin6%o.

1.1.3 ORIGEN Y DISTRIBUCION

El géneroCorryocactuses uno de los ultimos géneros conocidos de cactaceas en
el Suroeste de América. Es nativo del sur del Peru, norte de Chile y oeste de
Bolivia, englobando alrededor de 30 especies la mayoria perteneciente al Peru
(Ver Figura N° 2.), y el resto a Bolivia 'y Chifé.

\ e 1
G W e

FIGURA N° 2.: Distribucion del Corryocactus brevistylugn las laderas de la
Cordillera de los Andes. Extraido de: http://www.cactusinhabitat.org
/index.php?p=specie&id=37&I=es

Las comunidades con Cactaceas de este tipo son propias de las vertientes
occidentales y valles profundos interiores de la Cordillera Andina (Ver figura N°

2). Los biotopos sobre los que se asientan son muy caracteristicos por su escasa
estabilidad, con rios de fango, riadas de derrubios y desprendimféntos.

El descubrimiento de la espe@erryocactusesta relacionada con su nombre, el
cual honra al Ing. Thomas Avery Corry (1862-1942) quien ayudoé al Dr. Joseph

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

i 3
TESIS UCSM ~-  DE SANTA MARIA

Rose en su labor de campo y descubrimiento de las tres primeras especies del
género"*

1.1.4 CARACTERISTICAS ECOLOGICAS DEL Corryocactus brevistylus

Esta especie crece en laderas de cerros ademas de lugares pedregosos, arenosos
y rocosos con poca humedad, con una altitud de entre los 2,500 a 3,500 msnm y
con una tolerancia de temperatura minima de hasta 10 °C. Las condiciones de
crecimiento delCorryocactus brevistylue® convierte en un fruto andino 100 %
ecolégico y que se produce libre de fertilizantes o pesticidas quifficos.

Las plantas de esta especie poseen caracteristicas especiales que les permiten
aprovechar y almacenar mejor el agua por mucho mas tiempo, la mas conocida
es la presencia de espinas que funcionan como un receptor y conservador de la
humedad. El Corryocactus brevistylugenera un ecosistema con un habitad
equilibrado en biodiversidad, genera microclimas favorables para otras especies,
captura el C@brindando a su vez y ademas evita la erosion de los suelos en

las laderas con altas pendientés.

1.1.5 PROPIEDADES NUTRICIONALES

Los frutos de sancayo poseen una elevada cantidad de agua por lo que suele ser
mas jugosa que carnosa. En el interior del jugo hay una gran cantidad de
sustancias entre las que se encuentran principalmente vitaminas, polifenoles y
minerales. La vitamina predominante en esta especie es la vitamina C la cual se
encuentra en mayor cantidad que la naranja (50 mg /100 g), el limén (45 — 50
mg/ 100 g) y otros frutos con propiedades antioxidantes. (Ver Tabla?Ri° 1)

Ademas del contenido de vitamina C, se ha encontrado que la especie
Corryocactus brevistyluperteneciente a la variedad de Ayacucho posee una
cantidad considerable de polifenoles totales de 10,12 mg GAE/g (1012 mg GAE/
100 g) que al ser comparada con otros frutos comestibles como: mandarina
(242,6mg GAE/ 100 g), manzan&36,7mg GAE/ 100 g) o ciruelad{6,5mg

GAE/ 100 g), se observa que sobrepasa en gran medida a estas otras especies.
(Ver Tabla N° 174

El tercer componente de importancia lo constituyen los minerales entre los

cuales podemos mencionar al calcio, fésforo y potasio, encontrandose que este
altimo se encuentra en una mayor cantidad que la existente en el platano
(358 mg/100 g¥°
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TABLA N° 1.: Contenido en vitamina C y polifenoles de distintos frutos.
Extraido de Geigy D., 1975.

Vitamina C: Polifenoles:
Fruto (pulpa) mg d.e acido m,g. de acido Autor
ascoérbico/100 g | gélico/ 100 g
Albaricoque fresco 7 45,7 Tosun |, et all. 2003
Cereza fresca 10 70,7 -241,4 | Melichdova S., et all. 2010
Ciruela fresca 6 376,5 Zapata S., et all. 2014
Fresa fresca 60 1638.,4 Zapata S., et all. 2014
Limon fresco 50 30-35 Zapata P. et all. 2006
Limén 45 60-70 Zapata P. et all. 2006
Mandarina fresca 31 242.6 Zapata S., et all. 2014
Manzana fresca 5 426,7 Zapata S., et all. 2014
Melocotdn fresco 7 15-25 Zapata P. et all. 2006
Melon fresco 33 20 -30 Zapata P. et all. 2006
Sandia T 10 - 20 Zapata P. et all. 2006
Naranja 50 40 - 50 Zapata P.et all. 2006
Pera fresca 4 124,7 Zapata S., et all. 2014
(CIIZ;RIUZ ::gu 1445 1131885554793 Salgado N., et all. 2012

TABLA N° 2.: Composicién quimica de la pulpa y cascara del Corryocactus
brevistylus. Extraido dédattp://www.lamolina.edu.pe/gaceta/edicion2006
/notas/notal53.htm

Componente Pulpa Céscara
Caloria (Kcal). 17,6 28
Humedad (g/100g). 95,2 91,6
Carbohidrato g/100g). 3,1 5,6
Ceniza (g/100g). 0,4 1.4
Grasa (g/100g). 0 0
Fibra (g/100g9). 0,9 1,7
Proteina (g/100g) 1,3 14
Minerales
Calcio (ppm) 104,5 752
Potasio(ppm) 5566,4 1743,9
Fosforo (mg/100g) 12,8 6,7
Vitaminas
Vitamina C (mg/100g) 57,1 2,5
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En la Tabla N° 2 se puede observar la composicion quimica de la pulpa y cascara
del Corryocactus brevistylus

De acuerdo corlLobo V. et all, el dafio de los radicales libres se puede controlar
con una defensa antioxidante adecuada y la ingesta de nutrientes antioxidantes
pudiendo contribuir asi a la mejora de la calidad de ¥ida vitamina C y
polifenoles totales existente en las verduras y vegetales, comilyrtaaria
dubia(camu — camu), son potentes antioxidante los cuales eliminan de manera
eficaz los radicales libresxistentes en nuestro organisfrm)a vez que ayudan

a prevenir la formacion de especies nitrosantes las cuales pueden dafar
directamente el DNA de nuestras celifas.

De acuerdo con un articulo de la Fundacién del Consejo Internacional sobre
Informacién Alimentaria (International Food Information Council Foundation)

el potasio es un nutriente esencial para la salud en sus niveles mas basicos, el
cual permite el buen funcionamiento de las células, que junto con el sodio y
otros compuestos trabaja como un electrolito que regula el balance de los fluidos
del cuerpo. Estas acciones afectan las sefiales nerviosas, contracciones
musculares y el tono de los vasos sanguineos con un impacto de largo alcance en
el cuerpo y el sistema cardiovascufar.

El consumo de sancayo es muy recomendado en la dieta de las personas que
deseen bajar de peso, debido a su bajo contenido en azucar y su composicion
rica en calcio, fésforo, vitamina C y polifenoles totafds?

1.1.6 USOS

Posee propiedades curativas para las afecciones hepéticas y renales debido a su
poder antioxidante. Se considera que el estrés oxidativo provoca un espectro de
enfermedades y desempefia una funcién patogenética en la hepatopatia
alcohdlica, las hepatitis virales, la estetohepatitis no alcohdlica, la enfermedad
hepatica autoinmune, el cancer hepatico y la cirrosis hepafitEs por ello

gue los antioxidantes parecieron alentadores en la prevencion y el tratamiento
del dafio hepética?

Ademas posee propiedades laxantes, de regulacion del colesterol (debido a su

contenido en vitamina C), y contra la osteoporosis (por la presencia de calcio).
85

Desde el punto de vista cosmético, la cascara del fruto es usado para tratar la
alopecia, caspa y seborrea; ademas, la mucosidad de la misma sirve como
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cicatrizante de heridas leves. Ademas de ello, el tallo es utilizado de forma
triturada como analgésico y como tratamiento a los edemas y hemadfbmas.

a. Uso Interno: *°

Debido a su contenido en vitamina C, polifenoles, calcio y potasio, es que se le
atribuyen propiedades preventivas al cancer, osteoporosis y la inflamacion
arterial, ademas de propiedades cicatrizantes.

b. Uso Externo:%®

El Corryocactus brevistylu®s una especie muy interesante, que ofrece lo
siguiente:

» El fruto delCorryocactus brevistylusha sido empleado como insumo para
la fabricacion de mermeladas, jaleas, caramelos, cécteles y bebidas como es
el caso del "colca sour".

* Se ha utlizado el sancayo en la elaboracion de bebidas natural y
energizantes con propiedades antioxidantes.

1.2. RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO
1.2.1 RADICALES LIBRES

Los radicales libres (RL) son &tomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado por lo que son muy reactivos y tienden a captar un electrén de otros
atomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Esta reactividad es
la base de su toxicidad y de su corta vida métlia

La funcion que desarrollan los radicales libres presenta dos caras opuestas, por
un lado acttan como mediadores y reguladores a concentraciones fisiolégicas,
mientras que a concentraciones elevadas pueden actuar como potentes oxidantes
citotéxicos®?

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
facilmente convertibles en radicales. De forma analoga existen especies
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reactivas del nitrogeno (RNS), del cloro (RCIS) y del bromo (RBrS) lo cuales se
pueden observar en la Tabla N8%3.

Los radicales libres recorren nuestro organismo intentando robar un electrén de

las moléculas estables, con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una
vez que el radical libre ha conseguido robar el electron que necesita para aparear
su electron libre, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un
radical libre por quedar con un electron desapareado, iniciAandose asi una

reaccién en cadena que puede destruir nuestras células.

TABLA N° 3.: Especies Reactivas y Radicales Libres. Extraido de Halliwell B., et

all, 2004.
Radicales Libres No Radicales
Superoxido (@ ), Peroxido de Hidrégeno ¢a,),
Hidroxilo (OH), Ac. hipocloroso (HOCI),
Especies Reactivas H|droperOX|Io (HQ), O.zono Q, ‘
de Oxigeno (ROS) Peroxilo (R), Singlete de oxigeno (ROOH),
g Alcoxilo (RO), Perodxidos organicos (ROOH),
Carbonato (Cg), Peroxinitrito (ONOO)

Diéxido de carbono (C® | Ac. Peroxinitroso (ONOOH)

Ac. nitroso (HNQ),

Cation nitrosilo (NO)

Anion nitrosilo (NO),

Tetradxido de dinitrogeno ¢9;),
Especies Reactivas | Oxido nitroso (NO), Trioxido de dinitrégeno (hDs),

de Nitrogeno (RNS)| Di6xido de nitrégeno (N@) | Peroxinitrito (ONOO),

Ac. Peroxinitroso (ONOOH),
Cation nitrilo (NQ"),

Peroxinitrito de alquilo (ROONQ),
Cloruro de nitrilo (NQCI)

Ac. hipocloroso (HOCI),
Cloruro de nitrilo (NQCI ),
Cloraminas,

Gas de cloro (G)

Especies Reactivas

de Cloro (RCIS) Cloro atémico (ClI)

Especies Reactivas

B tomi B Ac. hi HOB
de Bromo (RBIS) romo atémico (Br) c. hipobromoso (HOBr)
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Los radicales libres pueden generarse a partir fentes endogenags
relacionadas con el metabolismo del oxigeno y con las diversas reacciones de
defensa de nuestro sistema inmunitario, dugates exdégenascomo el tabaco,

la contaminacién del aire, la radiacién UV, &tc.

Se pueden distinguir 4 fuentes enddégenas que originan la mayoria de agentes
oxidantes producidos por las células, las cuales son:

a. La respiracion mitocondrial, el cual es el principal proceso biolégico que
ademas lleva a la generacion de anion superéxido en la cadena de transporte
de electrones a nivel mitocondrial (respiracion celular). Normalmente, la
reducciobn de oxigeno a agua en la cadena respiratoria requiere la
transferencia secuencial de electrones, y generalmente esto se acompafia por
la formacién de radicales libres. Cuando la concentracién de ADP es baja
los intermediarios de la cadena respiratoria estan en estado reducido, y en
esa situacion hay una gran produccién de anién supertido.

b. Las células fagociticasleucocitos, neutréfilos, macrofagos y eosindfilos,
los cuales al activarse por medio de mediadores proinflamatorios
(prostaglandinas, oxido nitrico) o de productos bacterianos, destruyen las
células infectadas por medio de un ataque oxidativo en el que se producen
grandes cantidades de OH,O,, OH, NO, OCI. Las infecciones cronicas
llevan a una actividad fagocitica continua que provoca una inflamacién
crénica siendo este el principal factor de riesgo del cAAE2r.

c. Los peroxisomas, los cuales son los encargados de la degradacion de acidos
grasos y otras moléculas, producenOi como subproducto que es
degradado de forma natural por la enzima catalasa. Bajo ciertas condiciones,
alguno de los peroxidos escapa a la degradacion y se libera a otros
compartimentos celulares provocando un incremento del dafio por oxidacion
en el ADN*

d. Las enzimas del complejo Citocromo P450as cualeson las principales
responsables del metabolismo oxidativo de los xenobiéticos, producen
subproductos oxidantes que pueden dafiar el ABN.

Como fuentes exogenas de produccion de radicales libres tenemos:

a. Los 6xidos de nitrégeno del humo del tabadéo.

b. Las sales de hierro y cobre, los cuales promueven la generacion de radicales
oxidantes a partir de peréxidds.
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c. La irradiacion con radiaciones electromagnéticas y particularmente la
radiacion ionizante, la cual dafia los tejidos causando fision del enlace del
agua produciendo asi atomos de hidrogeno, electrones hidratados y radicales
hidroxilo.'®

d. Los alimentos que ingerimos a través de la dieta, especialmente los de
origen vegetal, que se oxidan en mayor o menor grado generando diferentes
tipos de oxidantes como peréxidos, aldehidos, acidos grasos oxidados y
metales de transiciof.

El dafio celular por los radicales libres se da en diferentes macromoléculas,
como son:

a. Lipidos: Los acidos grasos poliinsaturados presentes en la membrana
celular, son una de las principales dianas de los procesos de oxidacién
inducidos por radicales libres. El dafio a los lipidos consta de tres etapas:
iniciacion, propagacion y terminacionniciacion, en donde el acido graso
diana pierde un atomo de hidrégeno convirtiéndose asi en un radical
lipidico. Propagacion, en el que este nuevo radical se reorganiza
molecularmente para incrementar su estabilidad y reaccionar con el oxigeno
dando lugar a un hidroperéxido lipidico y un nuevo radical lipidico, esto
conocido como peroxidacion lipidica (LPQ)erminacion, etapa en la que
pueden suceder tres cosas: se consume una de las moléculas reactivas ( los
acidos grasos o el oxigeno ), se forma un radical relativamente poco reactivo
o se forma un par no radical por la reaccién de dos radf€ales.

b. Proteinas:Las proteinas pueden ser dafiadas directa o indirectamente por el
contacto con los diversos radicales libres, principalmente -OH, RO- y RNS.
El radical hidroxilo es muy reactivo con las proteinas y causa
particularmente  modificaciones en la tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina, metionina y cisteina. Forma entrecruzamientos de tipo covalente e
induce la fragmentacion de la cadena polipeptidica, lo que se traduce en una
pérdida de la funcibn o en una mayor susceptibilidad a las enzimas
proteoliticas. Las proteinas oxidadas son facilmente degradadas por enzimas
proteoliticas debido a la formacion de grupos carbonilo, a la creacién de
nuevos grupos N-terminales o a cambios conformacionales de la mdfécula.

c. Acido desoxirribonucleico (DNA): El dafio provocado a nivel del ADN
por los radicales libres puede generar mutaciones somaticas provocando la
sintesis de proteinas defectuosas, y consecuentemente transformaciones
malignas. El dafio provocado a nivel de DNA es causado mayormente por
los radicales hidroxilo ©QH) los cuales pueden llegar a oxidar a la
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desoxirribosa e inducir el rompimiento del enlace entre este azucar y el
grupo fosfato del siguiente nucleétido. Esto puede provocar rompimientos
de cadena sencilla los que pueden ser reparados por medio de las enzimas
correspondientes, pero que cuando una gran cantidad de radicales hidroxilo
atacan una parte restringida de la molécula de ADN, se forman numerosos
rompimientos de cadena sencilla, y con ello rompimientos de cadena doble
causando dafio permanente al material genéfico.

1.2.2 ESTRES OXIDATIVO

Este estrés oxidativo puede darse tanto por un exceso de produccion de
radicales libres (RL) y especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como por un
problema o alteracién en el sistema de defensa antioxidant&rmos
guimicos, el estrés oxidativo es un gran aumento en la reduccion del potencial
celular o una gran disminucién en la capacidad reductora de los pares redox
celulares como el glutatioh.

El estrés oxidativo en condiciones severas puede causar la muerte celular, en
condiciones moderadas desencadenar la apoptosis y en condiciones intensa
puede provocar la necrosis. Todas las formas de vida mantienen un entorno
reductor dentro de sus células, preservado por enzimas a través de un
constante aporte de energia metabdlica, sin embargo desbalances en este
estado normal redox pueden causar efectos téxicos a través de la produccion
de peroxidos y radicales libres dafiando los componentes de la célula,
incluyendo las proteinas, los lipidos y el ADN.

El estrés oxidativo puede generarse por 2 motios:

a. La disminucion de antioxidantes que puede ser ocasionada por la
malnutricion (ingesta dietética insuficiente de alfa-tocoferol, acido
ascorbico o aminoacidos azufrados necesarios para la generacion de
glutation.)

b. La produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno causadas por:
radiacion, exposicion a altas concentraciones de oxigeno, elevada
concentracion de contaminantes o una excesiva activacion de los sistemas
naturales productores de radicales (enfermedades cronicas inflamatorias
como artritis reumatoide o situaciones agudas en las que se desencadena una
respuesta inflamatoria sistémica como es la enfermedad grave).

El dafio que produce el estrés oxidativo habitualmente se relaciona con el
proceso de envejecimiento (asociado a la acumulacion de componentes celulares

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE Xy UNVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

oxidados como acidos nucleicos, proteinas y lipidos). Son numerosas las
patologias que han sido asociadas con este desbalance entre oxidantes y
antioxidantes; la ateroesclerosis, el cancer, la enfermedad de Alzheimer, la
diabetes mellitas, enfermedades autoinmunes, inflamatorias  cronicas,
situaciones de injuria por isquemia y repercusion en los tejidos, el sindrome de
distrés respiratorio, etc. La cuantificacion o valoracién del estrés oxidativo al
gue esta sometida la poblaciéon parece ser un posible indicador del peligro que
suponen ciertos factores de riesgo del ambfénte.

Existen otros factores que desencadenan el estrés oxidativo los cuales se debe
tener en cuenta, como el tipo de vida y la dieta los cuales pueden llegar a actuar
como prooxidantes. Como ejemplo tenemos el tabaco inhalado, cuyo exceso
puede incrementar un estrés oxidativo debido a la inflamacién pulmonar causada
por el mismo. En cuanto a los factores alimenticios se conoce que las dietas
ricas en grasas pueden contribuir a un estrés oxidativo debido al incremento de
peroxidacion lipidica. Las carnes rojas ricas en grasas se cree que intensifican el
estrés oxidativo a través de la ingesta del hierro heme, molécula que contiene
hierro y que es capaz de hacer ciclos redox en los que un solo electron puede ser
aceptado o donado por el metal, esta accién cataliza reacciones que producen
radicales hidroxilo y especies reactivas del oxigéno.

1.3. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son un conjunto de compuestos quimicos o productos biolégicos
gue contrarrestan de una manera directa o indirecta los efectos nocivos de los
radicales libres u oxidantes, tales como oxidacién a lipidos, proteinas y &cidos
nucleicost®® Son cualquier sustancia que cuando est4d presente a bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable, retrasa o previene
significativamente la oxidacion de este dltifio.

El antioxidante al reaccionar con el radical libre le cede un electron oxidandose a su
vez y transformandose en un radical libre débil con escasos o nulos efectos toxicos y
gue en algunos casos, como la vitamina E, puede regenerarse a su forma primitiva
por la accion de otros antioxidantes (Ver Figura N° 3). Los antioxidantes pueden
producirse en las células (antioxidante enddgeno) y también pueden ser
suministrados externamente a través de los alimentos o suplementos, (antioxidantes
ex6genos)’*
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FIGURA N° 3.: Neutralizacién del radical libre por un antioxidante.
Extraido de: http://blog.hsnstore.com/que-son-antioxidantes/

1.3.1 CLASIFICACION DE ANTIOXIDANTES:
Los antioxidantes pueden ser de dos tipos:

a. Los Antioxidantes end6genosson las enzimas (proteinas) con capacidad
antioxidante que no se consumen al reaccionar con los radicales libres y son
dependientes de sus cofactores tales como el cobre, el hierro, el zinc,
el magnesio y selenio.

b.  Los Antioxidantesexégenosson las moléculas que provienen de la dieta, y
se consumen al reaccionar con los radicales libres, por lo que deben ser
reemplazados regularmente.

Estos se clasifican, segun su naturaleza, en dos grwpumxidantes
enzimaticos y no enzimaticos (Ver Tabla N° 4).

a. Antioxidantes Enzimaticos: Los antioxidantes enziméticos incluyen
enzimas capaces de eliminar o neutralizar especies reactivas de oxigeno,
especies reactivas de nitrdgeno o sus intermediarios. En esta categoria se
encuentran: superoxido dismutasas, glutation peroxidasa, catalasa,
tiorredoxinareductosa y glutation reductaéa.

b. Antioxidantes no Enzimaticos:Permiten la inhibicion de la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno
(ERN), la inhibicién de la union de iones metalicos necesarios para la
formacion de ERO y la regulacion de la actividad antioxidante llevandose a
cabo a través de multiples cascadds.Algunos ejemplos de estos
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antioxidantes, son: las vitaminas E y C, los betacarotenos, los flavonoides y
los licopenos, fitoestrogenos polifenoles, acido urico, ubiquinol (Co-enzima
Q) y la melatonina. También tenemos como antioxidantes no enzimaticos
enddgenos a: proteinas intraplasmaticas (lactoferrina, ferritina), proteinas
plasmaticas  (transferrina, ceruloplasmina, albumina), complejos
organimetdlicos (quelantes de hierro y cobre) y péptidos de bajo peso
molecular (glutation).

TABLA N° 4.: Antioxidantes Enziméticos y no Enzimaticos. Extraido de Powers

S., etall, 1999.
Antioxidantes . .
. Ubicacion Celular Propiedades
Enzimaticos
o Mn Superéxido . . Dismuta radicales
©) >Up Mitocondria .
E dismutasa peroxido
O] Cu-Zn Superéxido - Dismuta radicales
‘Q . Citosol o
la) dismutasa Superoxido
2 i
Glutation (GHS : : ; Remueve
- I ( ) Citosol y Mitocondria : 3 bDZX .
peroxidasa hidroperdxidos orgénicos.
Catalasa Citosol y Mitocondria Remueve,B,
Antioxidantes no
Enziméaticos
Compuesto fendlicos solublesPrincipal antioxidante que
Vitamina E en lipidos; localizada en disrumpe la cadena de
membranas. peroxidacion lipidica.
Neutraliza una amplia
8 Vitamina C (acido | Soluble en agua; localizada envariedad de ROS en fasg
5 ascorbico) Citosol. acuosa, regenera la
o vitamina E.
Q Tiol enddgeno; localizado | Interviene en el reciclado
L Acido lipoico tanto en la fase acuosa como de vitamina C; puede ser
en la lipidica buen sustituto de GSH
Derivados de quinona solublg .
o . : Las formas reducidas son
Ubiquinonas en lipidos; localizadas en . .
antioxidantes eficientes
membrana.
. Soluble en lipidos; localizadgs Antioxidantes; reducen la
Carotenoides . R
principalmente en membranas peroxidacion lipidica.

Ademas de las vitaminas, los oligoelementos como el cobre, el zinc, el

manganeso, el selenio y el hierro son necesarios incorporarlos al organismo
a través de la dieta, porque conforman la parte activa del ndcleo de las
enzimas antioxidantés.
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1.3.2 ANTIOXIDANTES NATURALES — ALIMENTOS FUNCIONALES

Se considera que un alimento puede ser funcional si se ha demostrado de manera
satisfactoria que posee un efecto beneficioso sobre una o varias funciones
especificas en el organismo, mas alla de los efectos nutricionales habituales,
siendo esto relevante para la mejoria de la salud y el bienestar y/o reduccion del
riesgo de adquirir enfermedades. De acuerdo con esto, se puede decir que los
alimentos funcionales F(nctional food) son aquellos que contienen
componentes biolégicamente activos que ejercen efectos beneficiosos en una o
varias funciones del organismo y que se traducen en una mejoria de la salud o en
una disminucién del riesgo de sufrir enfermedatfes.

Los principales aspectos de la definicién operativa de los alimentos funcionales
10
son:

» La naturaleza alimentaria del alimento funcional se basa en que no es un
comprimido, ni una capsula, ni ninguna otra forma de suplemento
alimenticio.

* La demostracion de sus efectos debe satisfacer las exigencias de la
comunidad cientifica.

 Debe producir efectos beneficiosos sobre las funciones organicas,
apropiados para mejorar la salud y el bienestar reduciendo el riesgo de
enfermedad.

» Deben consumirse como parte de un régimen normal.

La vitamina C y otros componentes que aporta el Sancayo, como el potasio,
calcio, y demas minerales lo convierten en un alimento ideal para favorecer el
metabolismo energético volviéndolo en un alimento funcional recomendable
para el consumo human@.

1.3.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los métodos para ldeterminacion de la actividad antioxidante se basan en
comprobar como un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato
oxidable, dafio que es inducido o reducido en presencia de un antioxidante. La
inhibiciébn es proporcional a la actividad antioxidante del compuesto o la
muestra, sin embargo hay otros ensayos que se basan en la cuantificacién de los
productos formados tras el proceso oxidafividemas de los antioxidantes
dietéticos comunes (vitaminas C y E), los compuestos fendlicos son
considerados como potentes antioxidantes en los sistemas bioldgicos i vitro.
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La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede
determinarse por los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de
oxidacién controlado. En la medicion de una muestra oxidante, pueden usarse
intermediarios o productos finales para valorar al antioxidante. En la practica se
realizan muchos modelos de test in vitro (Ver Tabla N° 5) para evaluar la

actividad antioxidante de la muestra de interés.

TABLA N° 5.: Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segun su modo de
reaccion SET o HAT. Extraido de Huang D., et all, 2005.

ENSAYO CATEGORIA
Acido 2,2tazino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS
2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) Ensayos basados en
Poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP) la transferencia de un sofo
N,N- dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) electrén (SET)
Capacidad de reduccién antioxidante del cobre (CUPRAQ)

Capacidad de absorcién del radical oxigeno (ORAC) Ensayos basados en
Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP la transferencia de
Inhibicion de la oxidacion del acido linoléico atomos de

Inhibicién de la oxidacion de los lipido de baja densidad (LIPL) hidrégeno (HAT)

Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para
determinar de actividad antioxidante pueden ser divididos en dos catefforias:

1. Ensayos basados en la reacciéon por transferencia de atomos de hidrogeno
(HAT) . Los HAT aplican un esquema de reaccion competitiva en la cual el
antioxidante y el sustrato compiten por un radical peroxilo. Como se
muestra en la Figura N° 4, el antioxidarifgOX-H) reacciona con un
radical libre(R®) generando una especie no radicalafi®H), y un nuevo
radical libre(AOX®). Por su parte en la segunda reaccién, se muestra como
el antioxidante(AOX*®) neutraliza al radical libre(R®) uniéndose a él y
formando un compuesto no reactivo). %

2. Ensayos basados en la reaccion por transferencia de un solo €8Efgn
Los SET se basan en la medida de la capacidad de un compuesto en reducir
un oxidante, que cambia de color cuando se reduce. Como se aprecia en la
Figura N° 4, el antioxidanttAOX-H) reduce a un radical librgR®), y lo
convierte en un oxidante reducidl’) al donarle un electron, dejando al
antioxidante en estado oxidaded(x *).*
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Ensayos HAT:
R* + AOXKH —» EH + AOX* — AOX-OXIDADO
AOX* + R* — » RA

Ensayos SET:
R* + AOXXH — R- + AOX' —» AOX-OXIDADO

FIGURA N° 4.: Mecanismos de reaccion por transferencia de un solo electrén y
transferencia de atomos de hidrogeno. Extraido de Huang D., et all, 2005.

Los ensayos basados en HAT y SET fueron desarrollados para medir la
capacidad de atrapar radicales libres, en lugar de la capacidad preventiva
antioxidante de una muestra. En la Figura N° 4 se muestran las reacciones
especificas para los ensayos basados en la transferencia de electrones y en la
transferencia de atomos de hidrégeno.

a. Ensayos que utilizan el mecanismo SET:

En general estos métodos utilizan radicales libre estables por lo que no es
necesario generarlos en el medio:

* Método ABTS (azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico): mide la
capacidad de un compuesto de reducir el radical catiénico XBTS
evaluando la disminucién en la absorbancia a 734 nABEE tiene que
ser generado tras una reaccion que puede ser quimica (dioxido de
manganeso, persulfato potasio, ABAP), enzimatica (peroxidasa,
mioglobulina), o también electroquimica. Es soluble tanto en medio
acuoso como organico y permite la evaluacion de antioxidantes
hidrofilicos y lipofilicos.>

» Método del radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidraziloi): se basa en la
reaccion del radical reducido (DPPHon un donador de hidrégenos vy la
generacion de su forma reducida (DPPH). Se cuantifica midiendo la
disminucion de absorbancia a 515 nm. Se emplea sobre todo para
determinar la eficacia antiradicalaria de compuestos fenolicos. Es soluble
solamente en medio organito.

* Ensayo CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity
Capacidad reductora antioxidante de cobre): se basa en la absorbancia
medida del quelato Cu(l)-neocuproina (Nc) [Cu@lcYormado como
resultado de la reaccién redox de los antioxidantes rompe-cadenas con el
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agente CUPRAC, Cu(ll)-Nc, donde la absorbancia es medida a una
longitud de onda de 4560,

b. Ensayos que utiliza el mecanismo HAT:

» Ensayo TRAP (total radical-trapping parameter): se desarroll6 para medir
el estado antioxidante del plasma humano. Los radicales peroxilo oxidan
antioxidantes del plasma y la oxidacion y su inhibicion se miden por
absorcién de oxigeno. Como antioxidante de referencia se usa el Trolox
(derivado sintético de la Vitamina E¥.

» Ensayo ORAC (oxygen radical absorbance capacity): mide la degradacién
oxidativa de una molécula fluorescente, como la fluoresceina, sometida a
un flujo constante de radicales peroxilo generados por el AAPH (2,2 -
azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro). La proteccién ejercida por
los antioxidantes se cuantifica a través de la fluorescehcia.

1.4. ACIDO ASCORBICO

El acido ascorbico, o también conocida como vitamina C, es un antioxidante
hidrosoluble sensible al calor que es un nutriente esencial requerido para un cierto
namero de reacciones metabodlicas en todos los animales y plantas y que es
sintetizada internamente por algunos organismos, a excepcion de los humanos,
primates, cobayos, peces aves e insectos. Algunos animales la sintetizan a partir de la
glucosa mediante la via del acido glucorénico; los que no la pueden sintetizar es
porgue carecen de la enzima que cataliza la etapa final de oxidacion, lo que estos
deben ingerirla a través de la alimentacion.

Contiene varios elementos estructurales que contribuyen a su comportamiento
guimico: la estructura de la lactona y dos grupos hidroxilos endlicos, asi como un
grupo alcohol primario y secundario (Ver Figura N° 5). Es termolabil y se oxida en el
aire con facilidad, ademas que actia como cofactor en numerosas enzimas
implicadas en la biosintesis de colageno, carnitina y algunos neurotransmisores,
atrapando una gran variedad de especies reactivas del oxigeno y del nitrdgeno en
medios acuoso$?
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FIGURA N° 5.: Estructura quimica del acido ascérbico. Extraido de Ramirez
T., et all, 2005.

1.4.1 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACIDO ASCORBICO

El &cido ascorbico es un donante de electrones, convirtiéendolo en un potente
antioxidante soluble en agua. Su actividad antioxidante deriva del
desplazamiento de acido L-ascorbico a su forma oxidada L-dehidroascérbico
(Ver Figura N° 6) esto también habilita a la molécula para combatir radicales
oxidativos {0, y *OH) y radicales acuosos como el oxigeno singdfete.

OH OH
o L o o o o TO
/4\/[
HO OH of N
L- Ascérbico L-Dehidroascérbico

FIGURA N° 6.: Formas moleculares en equilibrio de la vitamina C. Extraido
deFennema O., 1976.

El acido ascorbico es el antioxidante mas eficaz para evitar la peroxidaciéon

lipidica en cualquier tipo de membrana celular, pero este es muy sensible a la
presencia de hierro disuelto el cual puede degradarlo. El proceso de oxidacién de
acido ascérbico depende de la presencia de metales como el cobre o el hierro
gue lo conducen a su degradacion. Entre otros factores fisicoquimicos se incluye
la temperatura, la concentracibn de sales y los azucares. EI pH es muy
importante en este caso, ademas de la presencia de oxigeno, enzimas,
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catalizadores metalicos, aminoacidos, oxidantes y reductores inorganicos que
influyen en su degradaci6ff.

A pesar del importante poder antioxidante de la vitamina C, a determinadas
dosis y en determinadas situaciones fisiol6gicas se ha encontrado un efecto
prooxidante. Dicha capacidad prooxidante se debe a la potente accion reductora
que presenta, capaz de reducit'BeCU** a Fé* y Cu', respectivamente. Estos
metales reducidos pueden generar, en presencia de oxigeno, un gran estrés
oxidativo. Es importante que se requiere de bajas concentraciones de ascorbato
(acido ascorbico sin un hidrogeno) para actuar como prooxidante si la
concentracién de metales en el medio es lta.

1.4.2 BENEFICIOS DEL ACIDO ASCORBICO

Es acido ascoérbico posee muchas propiedades benéficas tanto a celular, como a
nivel industrial, entre ellas podemos menciofar:

» Esencial para la formacion de huesos, dientes y reforzamiento de paredes
capilares.

« Util para inhibir la inflamacién de las encias, anemia, deficiencia en la
cicatrizacion de heridas y susceptibilidad a las infecciones.

» Importante en el metabolismo de carbohidratos y en controlar procesos
infecciosos.

» Aumenta la absorcién de hierro, porque lo convierte a una forma
absorbible para el cuerpo.

» Afecta al sistema inmune, haciendo los tejidos menos permeables a
bacterias u otras sustancias toxicas. Ayuda a los leucocitos en su
funcionamiento.

* Regenerador de la vitamina E.

» Suele ser usado como aditivo antioxidante de los alimentos.

» Utilizado, junto con sus derivados, en productos cérnicos, conservas
vegetales, bebidas refrescantes, productos de reposteria y en la
produccion de cerveza. Este contribuye a evitar el oscurecimiento de la
futa cortada en trozos y la corrosién de los envases metalicos.

« En la fabricacion de plasticos, para ensamblar cadenas moleculares mas
rapidamente y con menos residuos que con los métodos de sintesis
tradicionales.
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1.5. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son sustancias organicas ampliamente distribuidas en el
reino vegetal. Se sintetizan como metabolitos secundarios con funciones de defensa y
son en gran medida responsables de las propiedades del color, la astringencia y el
flavor (sabor y aroma) de los vegetales. Se encuentran en las verduras y frutas. Su
estructura quimica es propicia para secuestrar radicales'fibres.

Los fenoles son un grupo de compuestos organicos que presentan en su estructura un
grupo funcional hidroxilo unido a un radical arilo. Por lo tanto, la formula general
para un fenol se escribe como Ar — OH. Los fenoles se nombran, generalmente,
como derivados del miembro mas sencillo de la familia que es el fenol o
hidroxibenceno®°

Las caracteristicas generales de los compuestos fenélicd8 son:
* Contienen un anillo aromético con un grupo -OH (fenol).
» Suelen ser acidos, solubles en agua, y pueden formar puentes de hidrogeno.
» Pueden establecer interacciones con un grupo peptidico (taninos).
» Los fenoles con grupo catecol pueden quelar metales.
* Son muy susceptibles a oxidacion (antioxidantes).
« La mayoria son derivados fenilpropanoides.
* Un grupo numeroso e importante entre ellos son los flavonoides.
e Sus estructuras pueden ser monomericas, diméricas (lignanos) y poliméricas
(lignina y taninos).

1.5.1 CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos comprenden una amplia variedad de moléculas que
tienen una estructura polifenol (es decir, varios grupos hidroxilo en el anillo
aromético), también moléculas con fenol en el anillo tales como &cidos
fendlicos.”’

Los polifenoles se dividen en varias clases de acwesdodiversidad estructural
(Ver Figura N° 7). Segun su estructura quimica tenemos 2 grandes gfupos:

a. No Flavonoides
Entre ellos hay dos subgrupds:
» Fenoles no carboxilicos: C6, C6-C1, C6-C3.
« Acidos fenoles: derivados del acido benzoico C6-C1 y derivados del
acido cinamico C6-C3.
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b. Flavonoides
Formados por 2 grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado.
Subgrupos?’
» Antocianos.

Flaconas, flavononas, flavanoles y flavanonoles.

* Taninos condensados y lignanos.

CH,0H

Tirasal

OH

Apigenina

CH

COOH -
OCH; Acido sinngico

Lignana

CH30 OCHy

OH

HO

FIGURA N° 7.: Estructura de algunos compuestos fendlicos. Extraido de
http://www.jano.es/farma/ctl_servlet?_f=37&id=13063508

1.5.2 FUNCIONES DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Desde el punto de vista de su actividad biolégica muchos polifenoles tienen

propiedades captadoras de radicales libres, lo que les confiere actividad

antioxidante, que podria estar relacionada con la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y de algunos tipos de cariter.

Los flavonoides, uno de los grupos pertenecientes a los compuestos fendlicos,
ademas de poseer una gran actividad antioxidante, presentan otras propiedades
a nivel celular que incluyen: la estimulacion de la comunicacién intercelular a
través de las uniones en hendidura, el impacto sobre la regulacion del
crecimiento celular y la induccién de enzimas de destoxification.

Existen también sustancias con actividad estrogénica (fitoestrogenos), como las
isoflavonas, los lignanos y el estilbeno resveratrol, mientras que otros, como los
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taninos, son capaces de fijar metales y proteinas, lo que afecta a la
biodisponibilidad de éstos y puede estar en el origen de algunos efectos
inespecificos (por ejemplo, antimicrobianos), o prevencién de enfermedades
neurodegenerativa®

Muchos compuestos fendlicos son en parte responsables de las propiedades
organolépticas de los alimentos de origen vegetal y por tanto tienen importancia
en la calidad de los mismos. Asi, entre éstos hay pigmentos como las
antocianinas, responsables de los tonos rojos, azules y violaceos caracteristicos
de muchas frutas (fresas, ciruelas, uvas, etc.), hortalizas (berenjena, lombarda,
rabano, etc.) y del vino tinto, o los flavonoles, de tonalidad crema-amarillenta,
gue estan presentes principalmente en las partes externas de frutas y hortalizas
(3). Hay polifenoles que tienen sabor amargo, como determinadas flavanonas de
los citricos (naringina de los pomelos, neohesperidina de las naranjas amargas) o
la oleuropeina presente en aceitunas. Las proantocianidinas (taninos
condensados) y los taninos hidrolizables confieren astringencia a los frutos y
algunos fenoles sencillos tienen importancia en el aroma de determinadas frutas
como el eugenol en los platarids.

Las principales funciones de los compuestos fendlicos se centra en los beneficios
gue posee a nivel del area de la salud, otorgandole asi sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, antitrombaticas, antialérgicas,

antitumorales, anticancerigenas y principalmente su funcién en el sistema
nervioso, pues se ha visto una relacion de proteccion en enfermedades
neurodegenerativa¥,

1.5.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE COMPUESTOS FENOLICOS

Ademés de los antioxidantes dietéticos comunes (vitaminas C y E), los
compuestos fenodlicos son considerados como potentes antioxidantes en los
sistemas bioldgicos in vitro. La actividad antioxidante de los flavonoides es
mucho mas fuertes que la de las vitaminas C y E. Los efectos protectores se han
atribuido a su capacidad de transferir electrones a los radicales libres, la
guelacion de catalizadores metdlicos, activar enzimas antioxidantes, inhibir
oxidasas, reducir los radicales de odocoferol, mitigar el estrés oxidativo
causado por el 6xido nitrico y aumentar los niveles de &cido Urico.

1.5.3.1 MECANISMO DE ACCION
Los polifenoles tienen la caracteristica de ser fuertes antioxidantes por

mecanismo de captacion de radicales libres, que puede neutralizar los radicales
libres donando &tomos de hidrogeno y formando productos mas estables 6
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también a través de la quelacion de metales de transicion, reduciendo o
inhibiendo la formacion de radicales libres.

a. Como captadores de radicales libres:

Cuando estos antioxidantes, por ejemplo flavonoides (FI-OH), estan presentes
en cantidades traza, pueden retardar o inhibir el paso de iniciacion al reaccionar
con un radical y como consecuencia reducir los radicales (R¢) a un no-producto
radical (RH), convirtiéndose ellos mismo en un radical oxidado (FEE®s).

El radical formado debe tener baja reactividad y, por tanto, ser incapaz de
reaccionar con los componentes biologicos. De esta manera, los radicales libres
formados a partir del antioxidante (FI-O¢) se puede conectar a otros radicales
mas reactivos (Re), adquiriendo una estructura quinona estable, es decir, un
complejo estable no radical, Fl-quinona, deteniendo asi las reacciones en
cadena. Con mas frecuencia actlan como atrapadores de radicales directos de
las reacciones en cadena de la peroxidacion lipitfica.

b. Como quelantes de metales:

Los polifenoles son conocidos como quelantes de metales. Los polifenoles
pueden actuar por un mecanismo secundario (prevencion), al disminuir la
velocidad de oxidacion de la etapa de iniciacion. La quelacion de metales de
transicion tales como Fedirectamente puede reducir o inhibir las formaciones
de radicales libres a través de la reaccion de Fenton, evitando su efecto
catalizador en la formaciéon de EROs, asi como la oxidacion causada por
radicales hidroxilo altamente reactivds.

Se ha encontrado que los polifenoles en realidad pueden funcionar como un co-
antioxidante (sinergista), y estar implicados en la regeneracion de las vitaminas
esenciales. Como un ejemplo, acido cafeico y p-cuméarico puede regenerar la
vitamina E mediante la reduccién de los radicalesacoferilo.*?

La actividad antioxidante de los polifenoles esta relacionada con su estructura
y una serie de importantes factores determinantes. En el caso de los acidos
fendlicos la actividad antioxidante depende de los nimeros y las posiciones de
los grupos hidroxilo en relacién con el grupo carboxilo funcidhal.

1.6. GENOTOXICIDAD

La genotoxicidad es descrita como la capacidad que tienen los agentes fisicos o
guimicos para dafar la informacion genética dentro de una célula, causando
mutaciones que pueden conducir al cancer. La alteracion puede tener efectos
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directos, como al ADN provocando mutaciones, o indirectos, como la induccién de
mutaciones por activacion de eventos a destiempo sobre el ADN. Los cambios
permanentes y hereditarios pueden afectar tanto a las células somaticas de las células
del organismo o germen, que se pasaran a las generaciones ituras.

La genotoxicidad es el resultado nocivo de la interaccion de agentes quimicos o
fisicos con el aparato hereditario de la célula, y se manifiesta como alteraciones
genéticas y/o cambios en el nimero o estructura de los cromosomas causando
mutaciones.!’ La determinacién genotdxica ya sea en agua, aire, alimentos,
contaminantes y compuestos naturales con fines terapéuticos, resultan una
herramienta util para la identificacion de riesgos a la salud humana y poder
desarrollar medidas de prevencion y control. Las mutaciones que alteran la expresion
génica se consideran como un rasgo comun de todos los canceres por lo que los
estudios de genotoxicidad son de importarféia.

Existen una gran variedad de bioensayos Utiles para evaluar la genotoxicidad, entre
ellos se encuentra la electroforesis unicelular en gel, llamado cominmente ensayo
cometa, el cual es un método microscépico rapido y sensible que permite examinar el
dafio al ADN en células de forma individudy.

1.7. LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

La utilizacion de muestras de sangre ha sido una herramienta muy eficaz en la
evaluacion de la genotoxicidad de un sin numero de agentes, empleando
principalmente linfocitos aislados, tanto frescos como congelados. Al estar estos en
circulacién, se puede considerar que su estado celular, nuclear y metabdlico
(incluyendo su DNA) refleja la exposicion global del organismo. Los linfocitos
aislados, son considerados muy sensibles para el andlisis del potencial genotoxico de
un agente y son por ello, utilizados en sistemas in %/itro.

Los linfocitos son parte de la linea linfoide del sistema inmune y se encuentran
principalmente en los érganos linfoides y, en menor cantidad (aproximadamente el
3%) se encuentra circulando por el torrente sanguineo a través del cual llegan a todos
los 6rganos y tejidos del organism®

Los linfocitos son células mononucleares las cuales se originan en la medula 6sea o
el timo, los ganglios linfaticos, o el bazo. En todo momento alrededor del 70% de los

linfocitos transportados por la sangre son recirculantes, es decir, viajan hacia los
organos linfoides o desde ellos; mientras que, el 30% restante esta constituidos por
linfocitos T inmaduros de vida corta que permanecen en el espacio intravascular o se
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eliminan. La dotacion de linfocitos circulantes esta conformada por linfocitos T (60
al 70 %), linfocitos B (10 al 20 %) y el resto de linfocitos NK y nulos (ﬁﬂll).

En particular, los linfocitos de sangre periférica representan un sistema muy
favorable para realizar estudios de genotoxicidad, siendo sus principales ventajas las

siguientes’®®

* Son faciles de obtener

* Son circulantes y estan en contacto con las genotoxinas

« Constituyen una poblacién celular sincrénica.

» Se encuentran en fase for lo que no se dividen y la taza de reparacion es
baja.

* Presentan un ciclo celular corto y bien establecido.

» Poseen un cariotipo estable y bien caracterizado.

e Se dispone de mucha informacién sobre los mismos, ya que son
biomarcadores muy utilizados desde hace varias décadas.

» Se dispone de técnicas estandarizadas y econémicas para su manejo.

e Son un sistema sensible para la evaluacion de una gran variedad de dafio
genético a través de numerosas técnicas.

Sin embargo, también existen algunas desventajas, tales @mo:

» Presenta una capacidad metabdlica limitada.

* Al no ser una poblacion homogénea, la subpoblaciones de linfocitos no solo
difieren en sus funciones, sus caracteristicas fisicas, tamafio y permeabilidad
de membrana; sino también, en la sensibilidad frente a los determinados
agentes, tanto fisicos como quimicos.

» El establecimiento de cultivos supone la necesidad de ir obteniendo nuevas
muestras de sangre.

1.8. ENSAYO COMETA

El fundamento del ensayo cometa se basa en la deteccion de dafios al ADN
producidos por un rompimiento simple o doble en la cadena, dafio oxidativo inducido
y entrecruzamiento de ADN-ADN/ADN-proteina, por la fragilidad que poseen los
sitios dafiados al ser sometidos a un pH superior a trece y su comportamiento en una
electroforesis®

Los fragmentos de ADN, producto de la accién de la sustancia a probar y afectados
por el pH alcalino, durante la electroforesis migran fuera del nucleo celular hacia el
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anodo y forman una cauda o cola que al ser observada con el microscopio de
Fluorescencia o con un microscopio de campo claro, tiene la apariencia de un
cometa >

Entre mas larga sea esta porcion de la cola, mayor sera el dafio ocasionado al ADN.
La magnitud del dafio es evaluada de acuerdo al niumero de células afectadas y a la
longitud de la cola®®

1.8.1 METODOLOGIA Y CONSIDERACIONES TECNICAS

En la actualidad se estan realizando numerosas versiones del ensayo cometa,
tomando mayormente en cuenta la version alcalina>({d3) debido a que es
superior en cuanto al espectro de lesiones que reconoce del ADN y en su mayor
sensibilidad para la deteccién de bajos niveles de dafio, en comparacién a la
neutra (pH = 9,5) o la medianamente alcalina (pH =123%).

Después de la obtencion de las células de interés, los pasos bésicos en el ensayo
cometa incluyen la preparacion de los portaobjetos pre cubiertos con las células
a evaluar embebidas en agarosa, la lisis de las membranas para liberar el DNA,
la electroforesis, la neutralizacion de la alcalinidad, la tincion y la visualizacion.

a. Preparacién de los portaobjetos

Para la preparacion de las capas de agarosa, se debe asegurar un soporte estable
para la manipulacion de las células a evaluar durante todo el proceso.
Generalmente se preparan las capas de agarosa en forma de sandwich, en cuya
capa central se encuentra las células. (Ver Figura N° 8). Las células suspendidas
en agarosa de bajo punto de fusion. (LMP), generalmente se preparan a 37 °C y
se depositan sobre un primera capa de agarosa de punto de fusion normal (NMP)
que cubre el portaobjetd®®

La primera capa es para asegurar una buena adherencia de la capa celular al
portaobjeto. Se observd ademas una notable mejoria en la preparacién de los
portaobjetos al deshidratar la primera capa de agarosa y ser incubada entre 40 y
50 °C.#2La concentracién de esta varia desde 0,75 y 1% hasta el 5.

La segunda capa contiene a las células que seran analizadas, para ello se
necesitan cerca de 10°000 y 50°000 células suspendidas en medio PBS o medio
de cultivo, las cuales son mezcladas con agarosa LMP, preparada previamente a
una concentracion entre 05 y 1% en una proporcion de 1:10
aproximadament&?
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La tercera capa cumple solo un papel protector, por lo cual muchos laboratorios
deciden prescindir de ella, ya que ademas que los resultados no se ven afectados,
la ausencia de la capa puede facilitar la neutralizacion del tratamiento &ftalino.

Tercera capa de agarosa de bajo punto de

fusion

.................

Primera capa de agarosa de punto de
fusion normal

FIGURA N° 8. Esquema tipico de un portaobjetos con las capas de agarosa
dispuestas tipo sandwich. Extraido d&ifiiga V., 2009.

b. Lisis Celular

Se utilizan soluciones de lisis neutra y alcalina para la deteccion de roturas de
cadena doble (DSB) y roturas de cadena simple (SSB), respectivamente. La
seleccion del pH de la solucion dependera de los objetivos de estudio. La lisis
alcalina es mucho mas utilizada en comparacion de la lisis neutra, ya que la
anterior detecta un amplia gama de dafios que son mas comunmente producidos
por los agentes genotdxicos; consiste en someter las células ya embebidas en
una solucién con una alta concentracion de sales y detergentes a un pH entre 10
y >12 durante al menos 1 hora, como minimo y no may@# éhoras. La
solucién de lisis debe estar refrigerada antes de su uso para lograr una maxima
estabilidad de los geles de agard$&’

c. Desnaturalizacién y Electroforesis

Antes de la electroforesis, las preparaciones son incubadas durante un tiempo en
la solucion electroforesis alcalina (pH13, baja concentracion de sales y sin
detergentes), con lo que se consigue la separacion de la doble cadena de DNA y
con esto, la produccion de SSB y la expresion de sitios alcali-labiles (ALS)
como SSB y SSB transitorias relativas al proceso de reparacién. La solucion de
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electroforesis de acuerdo c&mgh et al (1988ronsiste en 1 mM de EDTA y
300 mM de hidréxido de sodio a un pH = 13/0.

La electroforesis en el ensayo cometa es diferente de una electroforesis
convencional, ya que el DNA necesita migrar solo una fraccién de milimetros
para obtener una significativa movilizacion del DNA, y con ello la formacién de
cometas. Esto se consigue con un tiempo de electroforesis de 30 min aprox. y
unas condiciones, segtn Singh, de 25 V y 30G*MA.

d. Neutralizacién

Después de la electroforesis se neutraliza la alcalinidad de las preparaciones
mediante lavados con un tampoén a pH de 7,5. ComUunmente esta solucién esta
compuesta de Tris, pero ademas puede usarse en su lugar PBS 1X disuelto en
agua bidestilada, conservando el mismo pH netftfo.

Luego de la neutralizacion, las preparaciones pueden ser tefiidas para poder
visualizar los cometas. Alternativamente los geles pueden ser deshidratados al
ser sumergidos dos veces en etanol absoluto por 5 minutos cada vez y asi las
preparaciones pueden ser almacenadas y evaluadas cuando se estime
conveniente®

e. Tincion

Las tinciones utilizadas para ensayo cometa son muchas, entre ellas podemos
mencionar al bromuro de etidio (EB), 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y
yoduro de propidio (Pl), las cuales son probablemente las mas utilizadas, Otros
autores han presentado alternativas de tincién tales como YOYO-1, SybrGold, y
SybrGreen, asi como de técnicas no fluorescentes para la visualizacion de los
cometas, basados en Nitrato de Pfifa.

1.8.2 EVALUACION

La evaluacion del ensayo cometa, cuenta con una gran variedad de métodos para
la evaluacion y cuantificacion de los patrones de formacion de los cometas. Una
aproximacion de la evaluacion de dafio que ha marcado el desarrollo de los
parametros en el ensayo cometa, fue descritaOfive et al.(1999), quienes
utilizaron el concepto de momento de cola para describir la migracion del DNA,
conocida hoy como momento de cola Olive. (OTM). Este parametro se
considera util para describir la heterogeneidad de la respuesta dentro de una
poblacién celular, ya que su calculo considera las variaciones de la distribucion
del DNA dentro de la col&®
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Otro sistema de evaluacion mas simple, fue el desarrollad€qbns et al.

(1995), los cual se basan en la clasificacion visual de los cometas. Este método
resulta util, en los laboratorios que no cuentan con experiencia previa en el
ensayo del cometa ya que no requiere, necesariamente, de sistemas o programas
sofisticados. EI método consiste en clasificar el nivel de dafio en 5 categorias
gue van de 0 (DNA sin migracion) a 4 (casi todo el DNA en la cola), mostrando
una muy buena resolucion. (Ver Figura N° 9). Una vez realizado el conteo, y su
posterior clasificacién entre un rango entre 0 y 4, se hallara el conteo total de la
muestra (TCS) el cual estard expresado en unidades arbitrarias (UA) entre un
valor de 0y 406"

FIGURA N° 9.: Clasificacion visual por analisis visual, observadas en el
microscopio luego de una tincion con nitrato de plata. (a) Grado cero o
sin dafio, (b) Grado 1, (c) Grado 2, (d) Grado 3, (e) Grado 4, (APN)
células apoptéticas. Extraido de Collins A., et all, 1997.

Este método, denominado conteo visual, se ha descrito como una aproximacién
rapida, simple y no requiere de costosos sistemas de analisis, por lo que su uso
ha sido ampliamente recomendado y utilizado.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
2.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion fue realizado en el Laboratorio de Investigaciéon
del Proyecto Mercurio Pabell6n H-202, de la Universidad Catodlica de Santa Maria de
Arequipa.

2.2. MATERIALES
2.2.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado fue adquirido en el Mercado “Andrés Avelino
Céaceres” ubicado en el departamento de Arequipa, distrito Arequipa. Dichas
muestras provinieron de la provincia de Caylloma, departamento de Arequipa.
Se adquirié 1,5 kg d€orryocactus brevistylugsancayo), los cuales fueron
almacenados a 17 °C hasta antes de su liofilizacion

2.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO
A. REACTIVOS QUIMICOS

* Reactivo Trolox P.A. (CALBIOCHEM)

» Reactivo DPPH P.A. (CALBIOCHEM)
 Alcohol metilico calidad P.A. (CiD)(Merck)

* Reactivo de Follin —Ciocateau P.A. (Merck)

+ Acido gélico P.A. (GHgOs) (Sigma)

» Carbonato de sodio P.A. (M20O;) (Merck)

* Reactivo ABTS P.A (Sigma)

+ Persulfato de potasio P.A. {80g)(Merck)

* Neocuproina P.A. (Merck)

e Cloruro de cobre Il P.A. (Cu@l(Merck)

« Acetato de Amonio P.A. (C}£OONH,) (Merck)
* Agua Ultrapura (18.2 @) / destilada

» Alcohol etilico 96°

» Agarosa de Bajo Punto de Fusién (Merck)

» Agarosa de Punto de Fusion Normal (Merck)
* Ficoll-Paque PREMIUM (GE Healthcare)

* Azul de Tripan (Sigma)
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+ Buffer Fosfato Salino (PBS libre de CT#g") (Merck)
» Cloruro de sodio (NaCl) P.A. (Merck)

+ Acido etilendiaminotetracético (EDTA) P.A. (Merck)
» Tris base P.A. ((CHOH); CNH,) (Merck)

» Hidréxido de Sodio (NaOH) (Merck)

» Tritébn X-100 (Sigma)

» Dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma)

 Acido tricloroacético (CCI3COOH) (J.T. Baker)

» Sulfato de zinc P.A. (ZnS{p(Fisher)

» Glicerol 98% P.A. (Merck)

* Nitrato de Amonio P.A. (NENO3) (Fisher)

* Nitrato de Plata P.A. (AgN$) (Fisher)

+ Acido Silicico Tungstico P.A. (Sigma)

* Formaldehido 40% (Fisher)

» Acetato de sodio ((H3NaG;) (Merck)

« Acido acético glacial (CKCO.H) (Merck)

B. MATERIAL DE LABORATORIO

* Fiolas (5,10, 25, 100, 250 ml)

» Beakers (50, 100, 250, 1000 ml)

e Matraz (25 ml)

* Tubos de ensayo

» Pipeta Pasteur

* Micropipetas de 10 — 20, 40 — 200 ul, 100 — 1000 ul, 1 — 10 ml
e Tubos Eppendorf (1.5 ml)

e Tubos Falcon (15 ml)

* Probeta (50 ml)

» Celdas espectrofotométricas

» Placas Petri

* Laminas Portaobjetos

* Vasos de precipitado

» Pipetas graduadas (2, 5, 10 ml)

e Cubreobjetos

+ Frascos Ambar de 100, 250, 1000 ml
* Viales de vidrio

e Camara de Neubauer

* Mortero
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C. EQUIPOS:

» Balanza Analitica (Ohaus Pioneer PA 214)

» Sonicador (Branson 2510 — E)

» Centrifuga (Hettich zentrifugen EBA20)

* Microcentrifugadora (Thermo IEC — Centra CL2)
» Agitador Vortex (Analog mixer)

* Refrigerador

* pH metro (Metrohn 825pHIab)

» Agitador Magnético

» Espectrofotometro (CARY60 UV — VIS, Agilent Technologies)
* Microscopio binocular (PrimoStar Zeiss)

e Camara Digital Panasonic DMC — FS3

e Camara de electroforesis

* Fuente de Poder

» Liofilizador (LABCONCO)

» Shaker (P Selecta® Rotaterm)

* Vortex (VWR Analog Vortex Mixer)

» Estufa (Memmert)

» Voltametro (Metrohn, 757 VA Computrace)

D. OTROS:

e Algoddn

e Porta laminas

» Gradilla para tubos de ensayo
» Jeringas

» Filtros anotop

* Tips para micropipetas
» Guates descartables

* Mascarilla

e Plumén marcador

» Papel de Filtro

e Céamara de Newbauer
* Hielo

» Papel Aluminio
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2.3. METODOS

2.3.1 OBTENCION Y ALMACENAMIENTO DEL MATERIAL
VEGETAL

Se obtuvo aproximadamente 1,5 kg @erryocactus brevistyluslel mercado
“Andrés Avelino Caceres” los cuales provinieron de la provincia&Cdglloma,
departamento de Arequipa. Los frutos fueron lavados cuidadosamente y
conservados en el congelador. Posteriormente se procedio a pelar y picar los
frutos en trozos medianos para guardarlos en el congelador y luego realizar el
proceso de liofilizacién de la muestra en el liofilizador LABCONCO (de 2,5 L)

en el laboratorio de la Facultad de Ing. Alimentarias de la Universidad Nacional
San Agustin. Las muestras fueron liofilizadas a una temperatura de -42 °C y una
presion de 0,250 mbar, para luego ser colocadas en bolsas herméticas y
almacenadas en un refrigerador a una temperatura de 17 °C hasta su uso. La
muestra fue conservada en una bolsa de polipropileno debidamente sellada y
almacenada en un ambiente libre de humedad y protegido de la luz como se
muestra en la Figura N° 10.

FIGURA N° 10.: Liofilizado de la muestra y su almaceamiento.

Debido a que la espectéorryocactus brevistyluso es muy comercial, por su
produccion limitada a ciertas temporadas del afio, ni facil de obtener, por el
habitad pedregoso en el que se suele encontrar, es que se considerd pertinente
almacenar la muestra en estado liofilizado, manteniendo asi todas sus
propiedades activas y poder prescindir de una misma muestra para la realizacion
de todos los analisis establecidos.
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La liofilizacion es un sistema de secado por vacio el cual ha resultado ser muy
eficiente a la hora de preservar las caracteristicas de un fruto inicial, y en el que
el secado se produce por el cambio de estado de liquido - solido - gas
(sublimacion). Es una forma de secar un producto quimico a temperaturas
bajisimas sin el deterioro que produciria el recalentamtéhtd’

2.3.2 PREPARACION DE LA MUESTRA

Se tritur6 la muestra liofilizada previamente antes de realizar el analisis,
posteriormente se homogenizé 100 mg de muestra liofilizada con 1 ml de
metanol calidad P.A. en un tubo eppendorf. Se procedié a su sonicacion por 2
min y se centrifugd a 4000 rpm por 10 min, se separ0 el sobrenadante en otro
tubo de plastico y se repitid este proceso por 3 veces para juntar después los 3
sobrenadantes y enrasarlos finalmente en una fiola de dommetanol. Se
guardo la fiola a -4 °C hasta el momento de su analisis.

2.4. DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO

Para la determinacion de &cido ascorbico se utilizo el método voltamétrico por
polarografia.

2.4.1 METODO VOLTAMETRICO

La voltametria es una técnica electroguimica en la cual la corriente es medida
con un electrodo como una funcion del potencial aplicado a través de la celda
electrolitica. Mediante el control del voltaje aplicado a una celda electroquimica,
gue contiene las trazas a analizar, se puede hacer que ocurran de manera
consecutiva varias oxidaciones y reducciones. La corriente que surge de estas
oxidaciones o reducciones es una medida de la concentracion de la traza de
material present&* 10

Utilizando un electrodo de gota de mercurio, como electrodo de trabajo, se
puede trazar la curva intensidad-potencial cuya altura, después de ser medida y
comparada con una recta de calibrado por ser proporcional a la concentracion de
la sustancia que la produce, es empleada para conocer su concentracion en
solucién. Esta técnica es conocida como voltametria de barrido lineal o también
denominada polarografi&*

El voltametro tiene 3 electrodos. El electrodo de trabajo de gota de mercurio, el

electrodo de referencia de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl) y el electrodo
auxiliar de platino.
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La polarografia se emplea en medios reductores, ya que la oxidabilidad del
mercurio impide la aplicacion en medios oxidantes. El empleo de la polarografia
es posible gracias a un hecho fundamental: la sobretension de reduccion de los
iones H sobre el catodo de mercurio, asi es posible aplicarla sobre numerosos
oxidantes inorganicos como cetonas, quinonas, aldehidd®? etc.

Como el oxigeno se puede reducir en el electrodo de mercurio, enmascarando la
sefal de interés, es de vital importancia burbujear la solucién con un gas inerte,
antes de realizar cada corrida para remover el oxigeno presente.

2.42 DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO POR
VOLTAMETRIA

Se preparé un buffer acetato de sodio 0.1 N de pH 4,7. Asi mismo se hizo una
solucién estandar de acido ascérbico pesando 0,01 g y diluyéndolo con agua
ultrapura y enrasandola en una fiola de 10 ml.

La muestra a medir se prepar6é de acuerdo al item 2.3.2 solo en que en lugar de
utilizar metanol se utilizé agua destilada y se midié en el voltametro Metrohn
(Ver Figura N° 11)

| ——

FIGURA N° 11.: Voltametro Metrohn, 757 VA Computrace

Se colocé en la celda polarografica 10 ml de la solucion blanco (Buffer acetato

de sodio pH 4,7) y 0,5 ml de la muestra previamente preparada, para luego
registrarla en el voltametro usando la ventana de trabajo del software para el
voltametro Metrohn 757 VA Computance. Luego de darse la fase de purga, en la
cual se burbujea gas inerte para la eliminacion de oxigeno existente en la celda,
y la medicion de la muestra, se coloca 0,2 ml de la solucién estandar de acido
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ascorbico en la celda y se registra en el voltametro para volver a agregar
nuevamente el estandar.

Se realizé un polarograma de la muestra de acido ascoérbico y de los estandares
de acido ascorbico con el fin de localizar el potencial de pico de oxidacion. Se
hizo el andlisis por triplicado siguiendo el mismo procedimiento.

2.4.3 CALCULOS

El contenido del acido ascoérbico obtenido por el software fue expresado como
mg A. A./L de muestra y se cambio a mg A. A./g de liofilizado de sancayo.

2.5. DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

Para la determinacion de polifenoles totales, se utilizé el ensayo Follin-
Ciocalteau.

2.5.1 METODO DE FOLLIN-CIOCALTEU

El método que se utiliza actualmente es una modificacién realizada por
Singleton y Rossf1965). Se basa en que los compuestos polifenélicos de la
muestra tienden a oxidarse por el reactivo Folin-Ciocalteu (union de &cido
fosfotungstico y acido fosfomolibdico) y que posteriormente se reducen por
accion de los polifenoles. Posteriormente se llega a formar un croméforo azul
constituido por un complejo fosfotungstico-fosfomolibdico, donde la méxima
absorcion del cromoforo depende de la solucion alcalina la cual presenta una
méxima absorcibn a 714 nm, y que se puede llegar a cuantificar por
espectrofotometria utilizando como base una curva de calibracién de &acido
gélico o catequinaS:*

252 DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Se preparé una solucién madre de acido gélico de 1000 ppm. Para ello se peso
0,005 g de &cido galico y se transfirié a una fiola de 5 ml, se disolvié y diluyd
con aguaultrapura hasta su disolucion completa para su enrase pasterior
partir de la solucion madre, se prepar6 5 diluciones de diferentes
concentraciones en un rango entre 4 - 8 ppm siguiendo la ecuacion de dilucion,
como se observa a continuacion:

CxV =CxV

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




.v==2 . |UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE X kLo

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

m m
1000 Tgx V= 4Tg X 0.01L

V' =0.00004 L = 0.04mL = 40 uL

TABLA N° 6.: Preparacion de la tabla de calibracion.

NO Concentrac.ién Sp[. Patrér.] de AaE Reacj‘tivo Carbor?ato
. de Ac. Gélico Acido Gélico : Follin- de Sodio (al

patron (mg/L) 1000 ppm (uL) | 985193 | ciocatieu | 20%)
Blanco 0 0

4 4 40

5 5 50

6 6 60 4 mL 0.25 mL 2 mL

7 7 70

8 8 80

Muestra 0.2 ml muestra

En la Tabla N° 6 se muestran los volimenes a utilizar para la preparacion de la
curva de calibracion, todos fueron enrasados en una fiola de tGnndgua

ultrapura Esta mezcla se homogenizé y se dejé reaccionar por 2 horas en la
oscuridad. Se preparé un blanco el cual sirvio para ajustar la absorbancia a cero.

Carbonato de sodio al 20%:Se pes6 5 g de carbonato de sodio anhidro, se
disolvio en aguailtrapura y se enraso en una fiola de 25 ml.

FIGURA N° 12.: Espectrofotometro CARY 60 UV — VIS,
Agilent Technologies
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Las absorbancias se midieron a 714 nm en el espectrofotometro de UV como se
muestra en la Figura N° 12. Para la obtencion de la curva estandar se trazo la
absorbancia vs la concentracion.

Para la determinacién de la concentracion de polifenoles en la muestra, se
procedi6 de la misma manera que los estandares utilizando para ello 0,5 ml del
extracto previamente preparado como se describe en el punto 2.3.2.

2.5.3 CALCULOS

El contenido de los polifenoles totales fueron expresados como mg GAE/g de
liofilizado de sancayo, utilizando los datos de la curva estdndar obtenida y la
siguiente ecuacion:

mgGAE _ [(%) /1000| x V x Fd B

=E
g Wma

Donde:

b = intercepto

m = pendiente

Abs= Absorbancia de la muestra

Fd = Factor de dilucion

V= volumen del extracto de la muestra (5 ml)
Wma= peso de muestra de sancayo (Q)

GAE = Equivalente a acido galico

2.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL
Corryocactus brevistylus

Para la determinacion de la actividad antioxidanteCdetyocactus brevistylys
se utilizaron 3 métodos colorimétricos: DPPH, ABTS y CUPRAC.

2.6.1 METODO DPPH (2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL). BRAND-
WILLIAMS ET AL. 1995.

Este método, desarrollado p@rand-Williams et al 1995, se basa en la
reduccion de la absorbancia medida a 515 nm del radical DPPHe (2,2-difenil-1-
picrylnydrazyl), compuesto por moléculas de radicales libres estables, y los
antioxidantes en un medio metandlico. En este método se utiliza el radical libre
DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) en cual se reduce en DPPH (2,2-difenil-1-
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picrilhidracina) por la accion antioxidante de los compuestos que contienen
grupos —OH que decoloran el reactivo DPPH de un color violeta intenso a un
amarillo tenue. (Ver Figura N° 13) ElI cambio de color es monitoreado
espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de los pardmetros
para las propiedades antioxidantgs.

2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (radical libre) —Violeta Intenso

NO, l

H
!

Q-N N——N
2 + Ao’

NO,

2,2-difenil-1-picrilhidracina (radical reducido) — Amarillo Tenue

FIGURA N° 13.: Estructura del DPPH antes y después de la reaccion
con el antioxidante. Extraido de Nur A., et all, 2012.

El radical A puede contribuir de este modo a la formacion de moléculas estables

a través de la interaccion radical-radical (Figura N° 13). Entre las ventajas de

usar este método es que es sensible, simple y rapido. Este método no es
especifico a un antioxidante en particular por lo tanto aplica para evaluar una

actividad antioxidante totaf.

La concentracion de DPPHe en el medio de reaccién se calcula a partir de una
curva de calibrado obtenida por regresion lineal. Los resultados se suelen
expresar mayormente en % de inhibicion, pero también pueden expresarse en
TEAC, o sea, actividad equivalente a Trolox (umol TE/g de muestra peso).
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+ Determinacion de actividad antioxidante por espectrofotometria

a. Preparacion del radical DPPH
Se prepar6 una solucion madre de DPPHe a una concentracion 2,1 mmol en
metanol p.a., para ello se necesito 4,14 mg del reactivo y 5 ml de metanol.
El reactivo preparado se conservo en refrigeracion protegido de la luz,
debido a que es altamente inestable, hasta su uso en el dia.

b. Preparacion de la solucion Stock de Trolox
Se elaboré una curva de calibracion, utilizando una soluciébn madre de
Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) de
concentracion 1 mmol/L en 10 ml de metanol, a partir de la cual se prepard
otra de 0,2 mmol/L.

c. Preparacion de la curva de calibracion
A partir de la solucién de Trolox 0,2 mmol/L, se realizaron diferentes
concentraciones entre un rango de 0,02 — 0,04 mmol/L. Se utilizaron fiolas
de 5 ml en las cuales se agreg6 250 ul de DPPH 2,1 mmol/L y también
distintos volimenes de la solucion de Trolox 0,2 mmol/L ajustando
finalmente con metanol al 80% hasta la medida indicada dandonos distintas
concentraciones finales de Trolox como se observa en la Tabla N° 7.

Las mezclas homogenizadas son dejadas reaccionando en oscuridad por
espacio de 10 min, pasado dicho tiempo estas reaccionan y cambian de color
como se muestra en la Figura N° 14. Se prepard un blanco el cual sirvié

para ajustar la absorbancia a cero y también una solucién sin el reactivo

Trolox para posteriores calculos.

TABLA N° 7.: Preparacion de la curva de calibracion con DPPH

N° Patron | Blanco | Blanco2 | ST, | ST, | ST; | ST, | STs

DPPH 2.1 = 250 250 250 250 250 250
mmol/L (ul)

0,
Metc(’{';f“’ 5000 4750 4250 4125 4000 3875 3750
Trolox 0.2 _ - 500 625 750 875 1000
mmol/L (ul)
Concentracion _ _ 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04
mmol/L
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Las absorbancias se midieron a 515 nm en el espectrofotometro de UV-VIS.
Para la obtencion de la curva estandar se grafico la concentracion de Trolox
en mmol/L vs el % de inhibicion de cada patron. Se determind la actividad
antioxidante de la muestra, utilizando 0,08 ml del extracto previamente
preparado como se describe en el punto 2.3.2.

FIGURA N° 14.: Estandares para la curva de calibracion del reactivo
DPPH de menor a mayor concentracion de Trolox.

2.6.2 CALCULOS

La actividad antioxidante se expresa camool TE/g de muestra seca, para lo
cual se tuvo que determinar primero el porcentaje de inhibicion, o porcentaje de
captacion de radical libre correspondiente a la cantidad de DPPH neutralizado
por el extracto a una determinada concentracion, utilizando la siguiente
ecuacion:

(AbsBlanco o AbSMuestra) x 100
AbSBlanco

% Inhibicion =

Donde:
ADbS glanco= Absorbancia del Blanco 2
ADbS yuestra= Absorbancia de la Muestra

De acuerdo a la ecuacion lineal obtenida en la curva de calibracion, y los datos
de la muestra, se obtuvo lgmol TE/g de muestra seca utilizando la siguiente
ecuacion:

umol TE/ _ [(%inhibicién —b
g=

)xVde]+Wma
m
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Donde:

b = intercepto

m = pendiente

V= volumen del extracto de la muestra (5 ml)
Fd = Factor de dilucion

Wma= Peso de la muestra de sancayo (Q)
TE = Equivalente a Trolox

2.6.3 METODO ABTS (ACIDO  2,2-AZINO-BIS-3-ETILBENZO
TIAZOLIN -6-SULFONICO). MILLER Y RICE —-EVANS, 1997.

Es un método desarrollado pigiller y Rice - Evans1997, cuyo fundamento

explica que el radical cationico ABTBBTS®), el cual posee una coloracion

verde-azulada y una absorcion espectrofotométrica a 734 nm, es decolorado al
reaccionar con un antioxidante.

Iﬁ
,CE 8 = l/)”m "

S0yH
T e
5 l:D..!H FGTS 5
.|. T
Ji)t =T
HOLS

ABTE®T

HO45

FIGURA N° 15.: Estructura del ABTS™ antes y después de la reaccion con
el antioxidante. Extraido d&ke R., et all, 1999.

La técnica para la generacion del radical cation ABT@nplica la produccion
directa del cromoforo ABTS verde-azul a través de la oxidacion del ABTS por

el persulfato de potasio (&0Og). Este presenta tres maximos de absorcion a las
longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm. La adicién de los
antioxidantes al radical pre-formado lo reduce a ABTS, como se observa en la
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Figura N° 15, de esta manera el grado de decoloracion del radical cation
ABTS®" esta determinado en funcion de la concentracion, el tiempo, y del valor
correspondiente del Trolox como estandar.

El patron que suele utilizarse es el acido-6-hidroxi-2, 5, 7, 8 tetrametilcromano-
2-carboxilico o conocido como Trolox, el cual es un analogo sintético
hidrosoluble de la vitamina E como se observa en la Figura N° 16, por ello los
resultados se suelen expresar en TEAC, o actividad equivalente a Trolox
(LmoITE/g de muestra peso seco).

CH,

e CH; CH; CH;

H,C o CH3

CH,
- VITAMINA E
46 CH,
mcom TROLOX
H,C 0
CH; CHj

FIGURA N° 16.: Estructura de la vitamina E y Trolox. Extraido de
Debbie J. M., et all, 2010.

Entre las propiedades que presenta usar el ABTS, es que es soluble en solventes
acuoso Yy organico, lo cual lo hace que el método sea capaz de determinar la
actividad antioxidante hidrofilica y lipofilica de extractos y fluidos bioldgicos.

La concentracion de ABTS en el medio de reaccion se calcula usando la curva
de calibracion obtenida por regresion lineal. Los resultados suelen ser

mayormente expresados en TEAC o actividad equivalente a Trolox (umol TE/g

de muestra peso).

* Determinacion de actividad antioxidante por espectrofotometria

a. Preparacion de la solucion madre ABTS'
Se preparé una solucion de ABTS, al que llamaremos reactivos A, pesando
78,4 mg de ABTS y llevandolo a un volumen de 10 ml con agua destilada.
Asi mismo se prepar6 una solucién de persulfato de potasio, el que recibira
el nombre de reactivo B, por pes6 13,2 mg de persulfato de potasio y se
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diluyé en una fiola con 10 ml de agua destilada. Ambas soluciones se
almacenaron en frascos ambar bajo condiciones de refrigeracion y
oscuridad.

La solucién madre de ABTS se preparé mesclando volimenes iguales de
los reactivos A y B (relacion 1:1) mezcla que se dejo reaccionar a
temperatura ambiente y en oscuridad por 18 horas antes de ser usada.

A partir de la solucion madre de ABTSse prepar6 una solucion diluida de
ABTS*", para ello se coloco en un frasco de color ambar 1 ml de la
solucion madre de ABTS y 62 ml de metanol aproximadamente, hasta
obtener una absorbancia de 1.1 +/- 0,02 a 734 nm, corrigiendo la lectura con
metanol o solucién madre de ABTSegln sea el caso.

b. Preparacion de la solucién Stock de Trolox
Se preparé una curva estandar a partir de una solucion madre de Trolox (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) 1 mmol/L. Para eso
se peso6 2,5 mg de Trolox y se diluyo con 10 ml de metanol.

c. Preparacién de la curva de calibracion
A partir de la solucion de Trolox 1 mmol/L, se prepararon diferentes
concentraciones del reactivo en un rango de 0,02 a 0,2 mmol/L en fiolas de
5 ml con metanol (Ver Tabla N° 8.). A partir de dichas concentraciones, se
tomo 250 ul de cada solucion de Trolox y se le adiciondé 4750 ul de la
solucion madre de ABTS. Se homogenizé cada mezcla, y se dejé
reaccionar por 7 minutos en oscuridad.

TABLA N° 8.: Preparacién de la curva de calibracion con ABTS'.

N°Patron | Blanco | ST, | ST, | STs | ST4 | STs
Trolox 1 mmol/L

(ul)

B 100 250 500 750 1000

MetOH (ul) 5000 4900 4750 4500 4250 4000
Concentracion 0 002 005 01 015 02
mmol/L

HOMOGENIZAR
Tomar (ul) 5000 250 250 250 250 250
ABTS sol. Madre

(ul) - 4750 4750 4750 4750 4750
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Pasados los 7 minutos, cada estandar es leido en el espectrofotometro a 734
nm. Se puede apreciar la reaccion del radical ABESn el Trolox, por la
atenuacion del color verde azulado, como se ve en la Figura N° 17.

Para la obtencion de la curva de calibracién, se graficd la concentracion de
Trolox en mmol/L vs la absorbancia de cada patrén. Se determiné la
concentracion de la actividad antioxidante en la muestra, empleando 0,15
ml del extracto previamente preparado en el punto 2.3.2.

FIGURA N° 17.: Estandares para la curva de calibracion del reactivo
ABTS*®" de menor a mayor concentracion de Trolox.

2.6.4 CALCULOS

La actividad antioxidante se expres6 comwi TE/g de muestra seca, de
acuerdo a las curvas obtenidas y la siguiente ecuacion:

AAbs — b
umolTE/g=[(+)xVde]+Wma

Donde:

b = intercepto

m = pendiente

A Abs = Absorbancia del Blanco — Absorbancia de lastra (a 734 nm)
V= volumen del extracto de la muestra (5 ml)

Fd = Factor de dilucion

Wma= Peso de la muestra de sancayo (Q)

TE = Equivalente a Trolox
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2.6.5 ENSAYO CUPRAC (CAPACIDAD ANTIOXIDANTE REDUCTOR
DE ION CUPRICO). APAK ET. AL. 2004.

El método espectrofotométrico CUPRAC fue desarrollado Apak para
determinar la capacidad total de antioxidantes en alimentos. Se basa en la
medida de la absorbancia del quelato Cobre(l)-Neucuproina [Cu(Nc)2+]
formado como resultado de la reaccion redox de los antioxidantes con cadenas
rotas junto con el reactivo Cobre(ll)-Neocuproina (CUPRAC), donde la
absorbancia se mide a una longitud de onda de 450 nm.

El método comprende en mezclar la solucion antioxidante con cloruro de cobre
(1), neocuproina diluida en metanol y acetato de amonio acuoso a un pH 7,y
medir subsecuentemente la absorbancia a 450 nm después de 30 min de
reaccion.

La reaccion que tiene lugar se encuentra en la Figura N° 18.

2nCu(Ne),” + Ar(OH)n  — 2nCu(Nc),” + Ar(=O)n+2nH"

OH - -

OH

WA
o -~

FIGURA N° 18.: Reaccion del reactivo CUPRAC con un agente
antioxidante. Extraido de Apak R., et all, 2011.

Los protones liberados pueden neutralizarse con la solucién acetato aménico. En
la reaccion de la Figura N° 18, los polifenoles (-OH) se oxidan a las
correspondientes formas quinénicas (= O) y el Cu(ll)-Nc es reducido a Cu(l)-Nc
gue corresponde a una coloracion amarillo intenso cuando la concentraciéon del
agente antioxidante es mayor.

La actividad antioxidante de la muestra se calcula con la ecuacién lineal
obtenida de la curva de calibracién. Los resultados normalmente se expresan en
TEAC o actividad equivalente a Trolox (umol TE/g de muestra peso).
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+ Determinacion de actividad antioxidante por espectrofotometria

a. Preparacion de las soluciones reaccionantes
Se prepard una solucion metandlica de cloruro de cobre (II) 12 mM en una
fiola de 10 ml y una soluciébn de neocuproina 75 mM también con un
solvente metandlico a un volumen final de 10 ml. Ademas, se prepar6é una
solucién buffer de acetato de amonio 1 M ajustado a un pH 7. Cada solucion
se prepar6 el mismo dia de realizar la lectura espectrofotométrica.

b. Preparacion de la solucién Stock de Trolox
Se hizo una curva estandar utilizando como agente antioxidante una
solucién de Trolox 1 mmol/L en un solvente metandlico. Para ello se peso
2,5 mg de Trolox y se diluyo con 10 ml de metanol.

TABLA N° 9.: Preparacion de la curva de calibracion para el ensayo

CUPRAC
N° de Patron | Blanco| ST1 | ST2 | ST3 | ST4 | ST5
Cloruro de cobre (1) 12 1,0 1,0 1.0 1.0 1.0 1.0
mmol, ml
Neocuproina 75 mmol, ml 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Acetato de Amonio 1mol 1.0 1.0 1,0 1.0 1.0 1.0
pH 7, ml
Trolox Immol , ul - 50 100 150 200 250
Agua destilada 2.0 1,95 1,9 1,85 1,8 1,75
Concentracion Final, | 0,01 0,02 0.03 0,04 0.05
mmol/L

c. Preparacion de la curva de calibracion
Se elaboro diferentes concentraciones del reactivo Trolox 1 mmol/L en un
rango de 0,01 a 0,05 mmol/L en fiolas de 5 ml, a las cuales se agreg6 1 ml
de cada solvente preparado y se enraso con agua destilada como se muestra
en la Tabla N° 9. Se homogeniz6 cada mezcla, y se dejo reaccionar por 30
minutos en oscuridad, para finalmente leer su absorbancia a 450 nm en el
espectrofotometro.
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FIGURA N° 19.: Estandares para la curva de calibracion del Método
CUPRAC de una menor a mayor concentracion de Trolox.

Se puede apreciar y medir la formacion del complejo Cobre(l)-Neocuproina
[Cu(Nc)2+] por la formacién de un color amarillo intenso a una mayor
concentracion de agente antioxidante como se aprecia en la Figura N° 19.

Para la obtencion de la curva de calibracion se graficd la concentracion de
Trolox en mmol/L vs la absorbancia de cada patrén. Se determiné la
concentracion de la actividad antioxidante en la muestra, utilizando 0,1 ml
del extracto previamente preparado en el punto 2.3.2.

2.6.6 CALCULOS

La actividad antioxidante se expresé en umol TE/ g muestra seca, y la ecuacion
utilizada fue la misma que la del punto 2.5.4.

2.7 DETERMINACION DE LA GENOTOXICIDAD DEL  Corryocactus
brevistylus POR EL ENSAYO COMETA

Para la determinacién de la genotoxicidad del sancayo, se realizo el ensayo
cometa utilizando células mononucleares de sangre periférica.

2.7.1 PREPARACION DEL EXTRACTO DE Corryocactus brevistylus
(SANCAYO)

Se prepararon extractos acuosos de sancayo a partir del la pulpa previamente
liofilizada de acuerdo al punto 2.3.1 antes mencionado. Para la preparacion de
dichas concentraciones, se pes6 0,2 g de sancayo liofilizado y se colocé en un
tubo eppendorf al cual se le agreg6 1 ml de agua destilada. Se procedio a sonicar
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por 2 min, se centrifugd a 4000 rpm por 5 min y luego se separd el
sobrenadante en otro tubo eppendorf. El sobrenadante recuperado fue filtrado,
primero en papel filtro delgado y luego en filtros anotop en una fiola de 5 ml. Se
realizé el proceso de extraccion tres veces por muestra y luego el extracto fue
enrasado con soluciéon PBS 1X. La concentracion obtenida fue del 4% a partir
del cual se prepar6 una concentracion del 2% y de 0,1%. (ANEXO 1, Figura N°
34. a-g)

2.7.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se realizo la extraccion de células mononucleares a partir de sangre periférica, y
luego se evaluo la genotoxicidad del extracto del frutoCaeryocactus
brevistylusutilizando el ensayo cometa segun el método desarrolladSipgh

et al. (1988) con ciertas variaciones.

a. Extraccién de células mononucleares a partir de sangre humana

» Se extrajo cerca de 10 ml de sangre periférica por puncién venosa en un
frasco limpio con anticoagulante y se diluyo con suero fisioldgico en una
proporcién 1:1. (ANEXO 1, Figura N° 35. a)

e Se procedié a separar las células usando Ficoll-Pagque Premium de la
siguiente manera:
Se coloco en la base del tubo Falcon, 4 ml de Ficoll y encima 7,5 ml de
sangre diluida. (ANEXO 1, Figura N° 36. a)

» Se llevo a centrifugar a 2000 rpm por 30 min. hasta recuperar las células
mononucleares las cuales fueron trasvasadas a otro tubo Falcon y se
completé con medio RPMI hasta 3 ml. Esto fue centrifugado a 4000 rpm
por 10 min. Se repitid el lavado dos veces con medio RPMI (ANEXO 1,
Figura N° 36. b)

» Se procedid a hacer la prueba de viabilidad utilizando la técnica de
exclusion con azul de Tripan 0,4%, utilizando una camara de Newbauer
considerando las células con un % de viabilidad mayor al 90%. Las células
viables eran aquellas que tenian una coloracién transparente y las no viables
aquellas que tenian una coloracion azul. (ANEXO 1, Figura N° 36. c)

b. Grupos experimentales

Se establecieron 5 grupos experimentales de aproximadamente @ékilas
para cada tratamiento como se muestra en la Tabla N° 10.
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TABLA N° 10. : Grupos experimentales para el Ensayo Cometa.

Grupos Experimentales \ Concentracion
Grupo I: Extracto acuoso de fruto 20t
. 0
Corryocactus brevistylus
Grupo II: Extracto acuoso de fruto 020
. y 0
Corryocactus brevistylus
Grupo lll: Extracto acu_oso de 0,02%
fruto Corryocactus brevistylus
r ntrol itivo: Peroxi
Grupo Control positivo: Peroxido 150 umol

de hidrogeno
Grupo Control negativo: medio
RPMI 1640

c. Preparacion de los tratamientos

Los tratamientos se llevaron a cabo en tubos eppendorf de 1,5 ml de volumen.
Cada tubo eppendorf contenian la cantidad de células mononucleares
suspendidas en un volumen de 250 ul de medio RPMI 1640 a los cuales se
agrego las diferentes cantidades del extracto de sancayo, preparado el mismo
dia del ensayo, necesarias para llegar a las concentraciones establecidas en
cada tratamiento, como se aprecia en la Tabla N° 11.

TABLA N° 11. : Preparacion de cada uno de los tratamientos para el
Ensayo Cometa.

Grupos Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Experimentales I Il 11 C. Negat.| C. Posit.
2 x 10 Células

mononucleares g osgyl 250Ul 250Ul 250 ul
suspendidas en medio

RPMI 1640, ul
H,0,, 2000 umol - - - - 37,5 ul
Extracto de Sancayo
4 9%, ul 250 ul
Extracto de Sancayo
2%, ul
Extracto de Sancayo
0.1 %, ul 100 ul
PBS 1X - 200 ul 150 ul 250 ul 2125

CONCEII\II\I-I,-ARLACION 204 0,2%  0,02% - 150 umol

- 50 ul : - -
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Una vez preparados los tratamientos, estos fueron llevados a 37°C en
oscuridad por espacio de 30 min. (ANEXO 1, Figura N° 36. d) Pasado el
tiempo de incubacidn, los tubos eppendorf fueron llevados a la centrifugadora
a una velocidad de 4000 rpm por 10 min., se mantuvo solo el precipitado y
este fue lavado con PBS 1X. Se realiz6 un segundo lavado y se obtuvieron los
linfocitos como precipitado.

Las células tratadas fueron resuspendidas en 50 ul de PBS 1X hasta el
momento de su fijacion.

d. Preparacion de soluciones:
» Lavado del Material: Mezcla sulfocromica

Para el lavado del material se prepar6 una mezcla sulfocromica utilizando
los siguientes reactivos:

Reactivo | Volumen de 50 ml
Dicromato de potasio,
1
K,Cr,O; 29
Acido sulftrico, 96% 50 ml

Se peso y disolvio el dicromato de potasio en 50 ml de acido sulfarico al
96%, en un frasco de vidrio de color ambar. Para asegurar una mejor
disolucion se dejo la mezcla sulfocromica por unos minutos en el sonicador
y se agitd manualmente hasta que la mezcla se encuentre completamente
disuelta. Los portaobjetos, previamente esmerilados, y cubreobjetos, se
sumergieron en la mezcla sulfocrémica por al menos 12 h. antes de su uso.

» Viabilidad Celular: Azul de Tripan al 0,4%

Se disolvio 0,004 g del reactivo Azul de Tripan en 1 ml de PBS 1X.

e Solucion de PBS 1X: pH 7.4

Reactivo Volumen de 250 ml
NaCl 29
KCI 0,059
NaHPO, 0,36 g
KH,PO, 0,06 g
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Se mezcld todos los reactivos con 200 ml de agua destilada con agitacion
constante hasta su disolucion. Se ajusto el pH con HCl o NaOH hasta un pH
de 7,4. Se enrasé con agua destilada en una fiola de 250 ml.

» Solucion de Agarosa de Punto de Fusiéon Normal al 1,5 %

Se prepar6 4 ml de agarosa, pesando 0,06 g y diluyéndolo con 4 ml de PBS
1X.

* Solucién de Agarosa de Punto Fusion Bajo al 0,75 %
Se preparo la solucién utilizando 0,0263 g de agarosa en 3,5 ml de PBS 1X.

* Solucién madre de Lisis: pH 10.0

Reactivo Volumen de 250 ml
NacCl, 2,5 M 14,61 g
Tris, 10 mM 0,39
EDTA, 100 mM 9,39
NaOH 29

Se disolvio todos los reactivos en 200 ml de agua destilada con ayuda de un
agitador magnético. Se ajustdé el pH a 10.0 con HCI o NaOH concentrado y

luego se enras6 con agua destilada hasta 250 ml. La solucion lisis madre
tiene una duracion maxima de hasta 2 semanas.

* Solucién de Lisis Final

Reactivo Volumen de 50 ml
Solucién madre de lisis
oH 10.0 44 5 ml
DMSO 10% =5 ml
Triton X-100 1% = 500 ul

Se mezclo todos los reactivos con cuidado y se enrasé en una fiola de 50 ml.
Se llevé a refrigeracion por lo menos 20 min. antes de su uso verificando de
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antemano que el pH sea de 10. La preparacion se hizo inmediatamente antes
de su uso.

» Solucion Alcalina: Desenrollamiento y Electroforesis

Reactivo Volumen de 250 ml
NaOH, 10 N 7,5 ml
EDTA, 200mM (pH 10) 1,25 ml

Se midié los reactivos (7,5 ml de NaOH 10 N y 1,25 ml EDTA) y se
aforaron con agua destilada fria hasta un volumen de 250 ml. Los reactivos
por separado tienen una duracién de hasta 2 semanas, mientras que la
solucién alcalina se preparé inmediatamente antes de su uso.

» Solucién de Tincion con Nitrato de Plata

Solucion A:
Reactivo Concentracion
Carbonato de Sodio 5%
Solucioén B:
Reactivo Concentracion
Nitrato de amonio 0.2 %
Nitrato de plata 0.2 %
Acido silicico tuingstico 0.5 %
Formaldehido 0.15 %

Las soluciones A y B luego de ser preparadas, el mismo dia del ensayo, se
almacenaron en envases por separado. Se mezclé 66% de la solucion A
junto con 34 % de la solucion B en un frasco justo antes de ser utilizado.

* Solucion de Neutralizacion: pH 7.5

Reactivo Volumen de 250 ml
Tris — base, 0,4 M 12,125 ¢
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Se disolvio el reactivo en 200 ml de agua destilada, ajustando el pH a 7,5
con HCI concentrado y luego se afor6 en una fiola de 250 ml. La solucion se
almacendé a temperatura ambiente en frasco en frasco ambar hasta por
espacio maximo de 2 semanas.

* Solucidn de Fijacion

Reactivo Concentracion
Acido tricloroacético 15%
Sulfato de zinc 5%
Glicerol 5%

Se disolvio los reactivos en agua destilada, y una vez disueltos se enrazo en
una fiola de 25 ml con agua destilada. La solucion se preparo
inmediatamente antes de ser usado.

e. Preparacion de los portaobjetos:

Se recubrié los portaobjetos con agarosa de punto de fusion normal al 1,5%
utilizando 500 ul de agarosa NMP con ayuda de otro portaobjeto. Los
portaobjetos ya preparados fueron llevados a una estufa a 37°C y se los dejé
disecar por 15 min para su deshidratacién, posteriormente se los almacené a
4°C hasta el momento de su uso. (ANEXO 1, Figura N° 37. ay b)

Otros autores comblandhakumar S. et ay. Alok D. et al.reportan en sus
trabajosuna concentracion del 0,75 % y 1 %, respectivamente, para la
preparacion de la agarosa de punto de fusion normal, sin embargo, se ha visto
que al preparar concentraciones menores al 1% para la primera capa de
agarosa, el gel tiende a separarse del portaobjeto e incluso romperse luego de
la etapa de neutralizacion. Al aumentar la concentracion de la agarosa NMP a
1,5 % se observé que existe una mejor resistencia y fijacion de esta en el
portaobjeto; esta concentracion también fue consideradrigonato J. et al.

al realizar el ensayo cometa en su trabajo de genotoxicidad con moffiscos.

76

Asi mismo Nandhakumar S. et al. sugiere deshidratar la primera capa a 37 °C
antes de ser utilizada. El tiempo de almacenamiento de los cubreobjetos a
4°C, se recomienda que no sea mayor que 12 horas, incluso si es posible es
preferible prepararlos el mismo dia de su 8%o.

Las células mononucleares, una vez aisladas y expuestas a los tratamientos
previamente establecidos, se mezclaron con la agarosa de bajo punto de
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fusion (LMP) 0,75% a 37 °C en una proporcion de 1:10. Se tomd 75 ul de la
mezcla anterior y se la colocé encima de la primera capa del portaobjeto con
agarosa NMP extendiéndola con ayuda de un cubreobjetos. Los portaobjetos
preparados con las muestras se llevaron a 4°C por 5 min para su gelificacion y
posterior retiro del cubreobjeto. (ANEXO 1, Figura N° 37. c¢) La
concentracion de la agarosa LMP va desde 0,05 %, segun el protocolo de
trabajo deNandhakumar S. et alhasta 0,75 % el cual es una de las
concentraciones también utilizad¥s.

f. Lisis:

Después de la solidificacion del gel de agarosa, se incubd las laminas en
solucién de lisis, pH 10,0 a una temperatura de 4 °C por 18 h en oscuridad.
(ANEXO 1, Figura N° 38. a).

La solucion de lisis utilizada en el ensayo de cometa, consiste en una solucion
acuosa altamente concentrada, que permite romper la membrana celular de las
células. La sal acuosa de proteinas, altera los patrones de union dentro de la
célula, he irrumpe en el contenido de ARN. El detergente contenido en la
solucién de lisis, disuelve las membranas celulares haciendo que las células
se destruyen y que todo todas las proteinas, ARN, membranas y componentes
citoplasmaticos y nucleoplasmicos se interrumpen y se difunden en la matriz
de agarosa. Soélo el ADN de la célula se mantiene, y se desenreda para llenar
la cavidad en la agarosa que toda la célula anteriormente llena, esta nueva
estructura se denomina nucleotde.

El tiempo empleado para la solucion varia entre 1 h., como los trabajos
reportados poUrbina C. et al, y Noroozi M. et al.,2 h., como el trabajo de

Alok D. et al., y hasta menos de 24 h. como lo rep¢atadhakumar S. et al.
123,61, 1, 60

Luego de haber realizado pruebas usando diferentes tiempos de lisis, se
encontré que luego de las 18 h. de reaccion las células mostraron mejores
resultados, tanto en su control negativo como positivo, que cuando se las
sometia a 1 h de lisis.

g. Exposicion Alcalina:

Terminada la lisis, se incubaron las laminas en solucion alcalina por espacio
de 10 min, a un pH 3. (ANEXO 1, Figura N° 39. a)
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En la exposicion alcalina, se logra la separacion de la doble cadena de DNA,
la produccién de roturas de cadena simple (SSB) y la expresion de sitios
alcali-labiles (ALS) relativas al proceso de reparacion. El tiempo empleado
segun Singh et al. es de 20 min, pero otros investigadores se sugieren
emplear un menor tiempo en esta etapa, y se consideré emplear 10 min. como
el trabajo de &til G., et al 3 24

h. Corrida electroforética:

Se realiz0 la corrida electroforética en una cubeta de electroforesis horizontal
durante 20 minutos a 4 °C bajo condiciones alcalinas y oscuridad para
producir cometas. Las condiciones electroforéticas fueron de 30 v y 246 mA.
(ANEXO 1, Figura N° 39. b)

En la corrida electroforética, el tiempo empleado fue el mismo indicado por
Singh et al. el cual ademas de él se ha indicado que 20 min es el tiempo
idoneo para que los fragmentos de DNA se desplace lo suficiente en el gel de
agarosa para que pueda luego ser contabilizado y mé&tiido.

i. Neutralizacion:

Se lavo las laminas con agua destilada y se cubrieron con solucién buffer de
neutralizacion (pH 7,5) por 10 min. previamente almacenada a 4 °C. Luego de
la neutralizacién se lavo las placas con agua destilada, y se las dejo secar por
al menos 1 h. (ANEXO 1, Figura N° 40. a)

El lavado con una solucion de neutralizacion nos permitird neutralizar la
alcalinidad de las muestras previamente incubadas con solucién
electroforéticas de pH 13. Posterior a ello, se dej6 secar las muestnag po

h. a temperatura de ambiente, procedimiento realizaddNadin S..et al.,

para tener las muestras lo suficientemente secas para realizar el tefiido con
nitrato de plata de forma adecuatfa.

j- Tincion:
La tincidon se realiz6 con una solucion de nitrato de plata, preparado al
momento de la tincion, previo lavado de las muestras con solucion de
fijacion.
Fijacion: Se lavo los portaobjetos con las muestras con solucion de fijacion

por 10 minutos a 4°C y en oscuridad. Luego se enjuag6 las laminas con agua
destilada. (ANEXO 1, Figura N° 41. a)
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Tincién propiamente dicha:

» Se coloco las laminas en placas petri y se le agrego6 la solucion de tefiido,
dejandolo en movimiento con ayuda de un shaker. (ANEXO 1, Figura N°
41. b)

e Para garantizar un buen tefiido, se dejo las muestras en tinciéon por
espacio de 30 min. y en oscuridad con ayuda de papel aluminio.

* Se detuvo el tefiido con una solucién STOP por 5 min. y se lavo las
placas seguidamente con agua destilada.

» Se procede a ver los cometas en un microscopio de campo claro, una vez
estos hayan secado. (ANEXO 1, Figura N° 41. c)

El procedimiento para la fijacion y tincion con nitrato de plata fue realizado
de acuerdo al trabajo realizado por Nadin S., et al. quien posee un articulo con
datos detallados a cerca de la tincién con nitrato de plata y con los cuales se
obtuvo buenos resultados luego de ponerlos en préctica. La Unica correccion
realizada en base al trabajo Nadin S., fue el de no agregar el 5% de
carbonato de sodio para la solucién B, segun indican en el articulo, ya que al
agregarle esta cantidad extra no se pueden observar los cometas como se
muestra en las imagenes del paper.

k. Analisis:
Se realizé un andlisis visual utilizando un microscopio éptico con un aumento
de 40 X, en el cual se evaluaron y cuantificaron 50 cometas en el centro de

cada gel por muestra. (ANEXO 1, Figura N° 42, ay FiguraN°43,ayb)

* Andlisis por Unidades Arbitrarias

Cada cometa fue clasificado de acorde a la categoria o0 grado de dafio
correspondiente en el ADN entre 0 y 4 (Ver Figura N° 9). La magnitud del
dafio al DNA fue expresado en Unidades Arbitrarias (JA).

El procedimiento para el calculo de (UA) se resume en la siguiente ecuacion:
19

UA = (0 X TCGO) + (1 X TCG1) + (2 X TCG2) + (3 X TCG3) + (4 X TCG4)
Donde:

-TCGO = Total de células grado 0 (células no dafiadas)
-TCG1 = Total de células grado 1(minima frecuencia de lesiones en el ADN)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#==2 . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE S

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

-TCG2 = Total de células grado 2 (dafio bajo, baja lesiones en el DNA)
-TCG3 = Total de células grado 3 (dafio alto, alta de lesiones en el DNA)
-TCG4 = Total de células grado 4 (células totalmente dafiadas)

* Analisis de acuerdo al porcentaje de ADN en la cola.

Las células analizadas por unidades arbitrarias fueron utilizadas por el
programa CasplLab y se clasificaron empleando una escala arbitraria de cinco
categorias segun la cantidad de ADN en la cola, en porcentaje, determinando
el nivel de dafno. (Ver Tabla N° 12)

TABLA N° 12. : Interpretacion de la cantidad de ADN en la cola.
Extraido de Noroozi M., et all, 1998.

Grado | Grupos Experimentales Porcentaje
0 Sin dafio <5 %
1 Bajo Nivel de Dafio 5-25%
2 Dafio Moderado 25 —-45%
3 Dafo Elevado 45 -70 %
4 Dafo Extremo >70%

» Analisis de acuerdo al valor obtenido en el momento de cola (TM) y
momento de cola Olive (OTM)

Se determing y analizé6 el momento de cola (TM) y el momento de cola
Olive (OTM), utilizando para ello los datos del cometa otorgados por el
software CaspLab.

i TailDNA% X TailLength
- 100

TM = Momento de cola (Tail Moment).
Tail DNA % = Porcentaje de DNA en cola, pixeles.
Tail Length = Longitud de la cola, pixeles.

_ TailDNA% % (TailMeanX — HeadMeanX)

oM 100
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OTM = Momento de cola Olive (Olive Tail Moment).

Tail DNA % = Porcentaje de DNA en cola, pixeles.

Tail MeanX = Centro de gravedad del DNA en la cola, pixeles.
Head MeanX = Centro de gravedad del DNA en la cabeza, pixeles.

2.8. FLUJOGRAMA DE ACTIVIDADES
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2.9. ANALISIS ESTADISTICO

Para los ensayos de determinacion de acido ascorbico y polifenoles totales se realizo
el promedio de las mediciones realizadas, desviacion estandar, mediana, coeficiente
de variabilidad y valor minimo y maximo de los resultados. A los ensayos de
actividad antioxidante y ensayo cometa, se realizé también calculos de promedio y
desviacion estandar, ademas de un Andlisis de Varianza (ANOVA) con un nivel de
significancia del 95% (p<0.05) para evaluar si existe variabilidad en al menos uno de
los grupos analizados. Se hizo un Test de Tukey, para medir la variabilidad existente
entre los métodos o tratamientos realizados y un diagrama de Caja de Bigotes para la
comparacion gréfica entre las medias de los métodos y/o tratamientos usados en el
desarrollo de Actividad Antioxidante y Ensayo Cometa.
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En el presente estudio se evalué el contenido de acido ascorbico, polifenoles totales,
la actividad antioxidante con el método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), ABTS
(Acido 2,Z-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic) y CUPRAQCapacidad
antioxidante reductor de ion cuprico), ademas del efecto genotoxico del
Corryocactus brevistylugsancayo) en linfocitos de sangre periférica.

Los frutos deCorryocactus brevistylugsancayo) fueron recolectadas en el mercado
Andrés Avelino Caceres y se almacenaron en refrigeracion hasta el momento de su
uso. Se pelaron y cortaron en trozos medianos para luego liofilizarlos en el
Laboratorio de Ingenieria Alimentaria de la Universidad Nacional de San Agustin.
Para la identificacién de la espe€@erryocactusse envié una muestra del fruto al
Herbarium Areqvipens€¢HUNSA) perteneciente al departamento de académico de
Biologia de la Universidad Nacional de San Agustin, donde se identifico que la
especie corresponde al gen€orryocactus brevistylus. En el ANEXO 7 se puede
observar la constancia expedida por el herbario en el que se indica el género y la
especie a la que corresponde el fruto estudiado.

Luego de liofilizar las muestras se almacenaron en bolsas de polipropileno con cierre
hermético en un ambiente en un ambiente libre de humedad y protegidas del calor
excesivo (Ver Figura N° 20).

FIGURA N° 20.: Liofilizado de Corryocactus brevistylus (Sancayo).

3.1. DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO

De acuerdo al método voltamétrico se determind la cantidad de acido ascorbico
existente en la muestra @®rryocactus brevistylukofilizada. Para ello se utilizd
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un voltametro con electrodo de gota de mercurio (DME) conocido también como
polarografo.

Determination of Vitamin C. AB 98
Julce

400 ¥Vit.C
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FIGURA N° 21.: Curva polarogréfica de la muestra de Corryocactus
brevistylus para la determinacion de acido ascérbico.

En el grafico de la Figura N° 21 se aprecia la curva polarografica para la muestra
de Corryocactus brevistyluanalizada por voltametria en la que se observan las
curvas de intensidad obtenida para la muestra de sancayo y el estandar de acido
ascorbico.

En la Tabla N° 13 se puede ver la concentraciébn de acido ascorbico (A.A.)
expresada como mg de acido ascorbico/g de muestra liofilizada, ademas de su

desviacion estandar (D. E.) y coeficiente de variabilidad (C. V.).

TABLA N° 13.: Contenido de acido ascérbico en Corryocactus brevistylus.

Muestra | Peso (g) | mgAA/L mg A.A/g D.E. [ C.V.
1 0,1003 28,376 1,4188 - -
2 0,1005 28,902 1,4451 - -
3 0,1004 27,844 1,3922 - -
PROMEDIO 1,4187 0,0265 1,86%
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La cantidad hallada de é&cido ascoérbico es comparada con la cantidad de &cido
ascorbico reportada en la bibliografia el cual corresponde a 37,58 mg A.A./100 g. de
muestra para la variedad @ brevistylus brevistylug 57,1 mg A.A./100 g. de
muestra para la variedad de C. brevistylus puquiefisis.

La proporcién de acido ascoérbico obtenida en la variedad de Caylloma mostré ser
mayor que lo reportado en la bibliografia, 141,87 mg A.A./100 g., para una muestra
liofilizada a comparacion de las reportadas. Comparando ademas esta cantidad con el
contenido de &cido ascorbico de otros frutos, como la naranja (50 mg A.A./100 g), el
limén (45 — 50 mg A.A./ 100 g), la manzana (5 mg A.A./ 100 g) y la cereza (10 mg
A.A./100 g) se puede ver que el sancayo presenta una mayor cantidad de vitamina C
a excepcién del camu camu, el cual posee una cantidad de 1445 mg A.A}$00 g.

3.2. DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES.

Para la determinacién de polifenoles totales en las muestras de sancayo, se empleo
el ensayo Follin-Ciocalteau. Este método es uno de los mas usados actualmente para
la determinacion de polifenoles totales por medio del espectrofotdmetro.

En la Tabla N° 14 se presentan los valores de absorbancia de la curva de calibracion
de acido galico a 714 nm realizadas por triplicado.

Los datos de la Tabla N° 14 fueron sometidos a un analisis de regresion lineal con el
fin de obtener una curva de calibracion del método y la ecuacidon que vincule la
variable dependiente “y” (Absorbancia) con la variable independiente “x”
(concentracién de acido galico mg/L). El valor dé s indica cuanta es la
variabilidad en que la variable “y” puede ser explicada por la variable independiente

X"

TABLA N° 14.: Datos de la curva de calibracion para polifenoles totales
NO Concentracién Absorbancia a 714 nm Absorbancia | Desviacion

(mg/L) 1 | 2 | 3 Promedio | estandar

1 4 0,4125 0,4715 0,3924 0,4255 0,0411

2 5 0,5126 0,5726 0,5256 0,5369 0,0316

3 6 0,6322 0,6895 0,6229 0,6482 0,0361

4 7 0,7178 0,7957 0,6911 0,7349 0,0543

5 8 0,7941 0,9073 0,7674 0,8229 0,0743
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FIGURA N° 22.: Curva de calibracion de acido galico.

En el grafico de la Figura N° 22 se presenta la recta promedio de regresion lineal
obtenida de las diferentes concentraciones de acido gélico y el valor promedio de las
absorbancias medidas. Se obtuvo un coeficiente de determin&piiyuét a 0,996;

una pendiente (m) de 0,0993 y un intercepto (b) de 0,038.

y = 0,0993x + 0,038

Se puede observar que la ecuacion obtenida es de orden lineal, ya que se obtiene un
coeficiente de determinacion cercano a la unidad, indicando que existe una relacion
directa entre la concentracion de compuestos fendlic@magocactus brevistylug

su absorbancia.

La cantidad de polifenoles totales encontrados en la muestra se expresaron como mg
GAE/g de liofilizado deCorryocactus brevistylusn la Tabla N° 15 se muestran

los resultados obtenidos de absorbancia y concentracion de la muestra de sancayo
por triplicado, el promedio de las mismas de 6,4083 mg GAE/g, una desviacion
estandar de 0,1318 y un coeficiente de variabilidad de 2,06 %.

TABLA N° 15.: Contenido de polifenoles totales en Corryocactus brevistylus.

Muestra | Peso(g) | Absorbancias| mgGAE/g | D.E. | C.V.
1 0,1006 0,6656 6,2825 - -
2 0,1008 0,6783 6,3970 - -
3 0,1011 0,6951 6,5453 - -
PROMEDIO 6,4083 0,1318 2,06%
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La cantidad obtenida de polifenoles totales es comparada con el estudio realizado en
la variedad deCorryocactus brevistylude Ayacucho, la cual para una muestra con
solvente etandlico en proporcién p/v 1:10, se obtuvo un valor de 10,12 mg GAE/qg,
gue comparado con el valor obtenido en este trabajo (6,4083 mg GAE/ g) se encontrd
que la variedad de Caylloma, posee una menor cantidad de polifenoles totales que la
variedad de Ayacucho. Esto puede ser debido a mudltiples factores, desde el
tratamiento de la muestra y condiciones de trabajo en el laboratorio, hasta las
condiciones climaticas de la zona de origén.

El uso del metanol como solvente de extraccion para la determinacion de fenoles
totales en frutos con antecedentes de contener vitamina C y polifenoles, ha
demostrado ser efectivos en productos tales como: guayaba, tomate, tuna,
aguaymanto, papaya, etc. en los cuales usaban mezclas con etanol, como es el caso
de la guayaba, o usaban simplemente el metanol para la preparacion de extractos,
como es el caso de las otras especfes.

Si comparamos el contenido de polifenoles totales encontrados en el fruto Sancayo,
podemos ver que es mucho mayor (640,83 mg GAE/ 100 g) que otros frutos con
antecedentes de poseer cantidades importantes de polifenoles totales como son: la
mandarina (242,6 mg GAE/ 100 g), manzana (426,7 mg GAE/ 100 g) e incluso la
ciruela (376,5 mg GAE/ 100 g), pero que al igual que el contenido en acido
ascorbico, el fruto camu camu posee una cantidad mucho mayor rondando un valor
entre los 1188,573 y 1385,549 mg GAE/ 108'3.

3.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL
Corryocactus brevistylus

Para la determinacion de la actividad antioxidante Glalryocactus brevistylys

utilizando muestras del fruto de sancayo liofilizadas, se utilizaron los métodos

colorimétricos DPPH, ABTS y CUPRAC.

3.3.1 METODO DPPH (2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL).

De acuerdo al método desarrollado por DPPH (2.5.1), se obtuvieron los valores de

las absorbancias para la curva estandar de Trolox a una longitud de onda de 515 nm
gue pueden ser apreciados en la Tabla N° 16.
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TABLA N° 16.: Datos de la curva de calibracion para Trolox - DPPH

Absorbancia a 515 nm Absorbancia Blanco: 1,0814

mmoliL Absorbancia %INHIBICION PROMEDIO DesYiacic’Jn

1 | 2 | 3 1 | 2 | 3 estandar
0,020 0,7016 0,6987 0,6806 35,1211 35,3830631 35,8578 1,0523
0,025 0,5686 0,5700 0,5753 47,4200 47,290H8004 47,1703 0,3268
0,030 0,4075 0,4127 0,4139 62,3174 61,8357255 61,9598 0,3146
0,035 0,3105 0,3016 0,2999 71,2872 72,11»2674 71,8883 0,5264
0,040 0,1798 0,1559 0,1607 83,3734 85,5&H1396 84,6988 1,1691

Con los datos obtenidos se obtuvo el grafico de la Figura N° 23 el cual corresponde a
la curva de calibracion de la concentracion de Trolox expresada en mmol TE/L vs %

de inhibiciéon hallado de acuerdo a la ecuacion existente en los célculos del punto
2.5.2.

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050

mmol Trolox equivalente /L

y =2448x - 13,125
R?=0,9974

% Inhibicion

FIGURA N° 23.: Representacion de la curva de calibracion de Trolox — DPPH.

La Tabla N° 17 muestra el resumen de los resultados obtenidos de la actividad
antioxidante por el método DPPH de la muestra liofilizada Cderyocactus
brevistylustratada previamente segun el punto 2.3.2.
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TABLA N° 17.: Actividad antioxidante del sancayo por DPPH.

Muestra | Peso (g) | Absorbancia | % Inhibicién | umol TE/g | D.E. | C.V.

1 0,1007 0,4628 57,2036 89,1541 - -

2 0,1012 0,4541 58,0081 89,7284 - -

3 0,1005 0,4400 59,3120 92,0096 - -
PROMEDIO 58,1746 90,2974 | 1,5104| 1,67%

3.3.2 METODO ABTS (ACIDO 2,2~AZINO-BIS-3-ETILBENZOTIAZOLIN-6-
SULFONICO).

Utilizando el método desarrollado por ABTS (2.5.3), se obtuvieron los datos que se

pueden apreciar en la Tabla N° 18, en los cuales se observan las absorbancias de la
curva estandar de Trolox medida a una longitud de onda de 734 nm.

TABLA N° 18.: Datos de la curva de calibracion para Trolox — ABTS.

Absorbancia a 734 nm Absorbancia Blanco : 1,1032
mmollL| 1 2 3 1 2 3 | PROMEDIO | Desviacion
estandar
0,02 0,9424 0,93990,9413 10,1608 0,1633 0,1619 0,1620 0,001
0,05 0,9131 0,91390,9131 0,1901 0,1893 0,1901 0,1898 0,000
0,10 0,8529 0,85270,8609 0,2503 0,2505 0,2423 0,2477 0,005
0,15 0,7889 0,79570,8016 0,3143 0,3075 0,3016 0,3078 0,006
0,20 0,7330 0,73010,7408 0,3702 0,3731 0,3624 0,3686 0,006

Con los valores de absorbancia y concentracion de cada patron de Trolox, se armoé
una curva de calibracion como se muestra en el grafico de la Figura N° 24. La figura
muestra una curva correspondiente a las concentraciones de Trolox expresada como
mmol TE/L vs la absorbancia de cada una.
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FIGURA N° 24.: Representacion de la curva de calibracion de Trolox — ABTS.

En la Tabla N° 19 se observan los resultados obtenidos de actividad antioxidante por
el método ABTS para la muestra de Corryocactus brevistylus

TABLA N° 19.: Actividad antioxidante del sancayo por ABTS

Muestra Peso (g) |Absorbancia| Absorbancia2| umolTE/g | D.E. | C.V.
1 0,1005 0,8620 0,2412 152,5058 - -
2 0,1010 0,8597 0,2435 155,0280 - -
3 0,1006 0,8601 0,2431 155,0722 - -
PROMEDIO | 02426 | 1542020 | 1,4692 | 0,95%

3.3.3 ENSAYO CUPRAC (QA\PACIDAD ANTIOXIDANTE REDUCTOR DE ION
CUPRICO).

Luego de haberse realizado el ensayo CUPRAC (2.5.5) se obtuvieron los resultados
que se muestran en la Tabla N° 20, correspondientes a las concentraciones en
umol/L, y las absorbancias de cada uno de los patrones que forman la curva estandar
de Trolox, medida a una longitud de onda de 450 nm.
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TABLA N° 20.: Datos de la curva de calibracion para Trolox — CUPRAC.

Absorbancia a 450 nm Absorbancia del Blanco: 0,1357
mmol/L 1 2 3 Promedio DesYlacmn
estandar

0,01 0,1429 0,1478 0,1389 0,1432 0,004
0,02 0,2753 0,3001 0,324 0,2998 0,024
0,03 0,4518 0,4774 0,5431 0,4908 0,047
0,04 0,5637 0,6406 0,6728 0,6257 0,056
0,05 0,7476 0,794 0,8396 0,7937 0,046

Se armo una curva de calibracion de Trolox, con los datos de la Tabla anterior como
se muestra en el grafico de la Figura N° 25, donde se aprecia la curva en relacién a
mmol TE/L vs absorbancia de cada patron.

0,9000
0,8000
0,7000

y =16,27x - 0,0175
R?=0,9980

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
mmol Trolox equivalente /L

FIGURA N° 25.: Representacion de la curva de calibracion de Trolox —
CUPRAC.

En la Tabla N° 21 se pueden ver los resultados obtenidos de la actividad antioxidante
por el ensayo CUPRAC a partir de la muestra de sancayo.
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TABLA N° 21.: Actividad antioxidante del sancayo por CUPRAC.

Muestra | Peso(g) | Absorbancia | umolTE/g | D.E. C.V.
1 0,1008 0,4707 74,4200 - -
2 0,1009 0,4975 78,4275 - -
3 0,1010 0,4912 77,3914 - -
PROMEDIO 76,7463 ‘ 2,0802 | 2,71%

3.3.4 COMPARACION DE LOS TRES METODOS QUE DETERMINAN LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL Corryocactus brevistylus.

La actividad antioxidante es determinada por la medicion en moles equivalentes, de
determinados radicales libres atrapados por un antioxidante existente en una muestra.
Debido a que la capacidad antioxidante total de una muestra es determinada por la
interaccion sinérgica entre diferentes compuestos, asi como por el modo de accion
concreto de cada uno de ellos, es necesario combinar mas de un método para evaluar
de manera correcta la actividad antioxidante de una mu®stra.

En la Tabla N° 22 se muestran los resultados de la actividad antioxidante del
Corryocactus brevistylua través de los métodos DPPH, ABTS y CUPRAC.

TABLA N° 22.: Resultados de la actividad antioxidante a través de los métodos
DPPH, ABTS y CUPRAC.

ESTADISTICOS METODOS
DPPH | ABTS CUPRAC
NUmero de Muestras 3 3 3
Promedio +/- DS 90,2974 154,202 76,7463
Desviaciéon Estandar 1,5104 1,4692 2,0802
Coeficiente Variabilidad 1,67% 0,95% 2,71%
T-Student 0,6545 0,3420 0,4666
Distribucion T 0,5800 0,7650 0,6867

Se puede apreciar que con el método DPPH se obtuvo un promedio de 90,2974 umol
TE/gr, con una desviacion estandar de 1,5104 y una variabilidad del 1,67%,
indicAndonos una alta homogeneidad entre sus valores calculados. El método ABTS
mostré un valor promedio de actividad antioxidante mas alto que el anterior método,
con un valor de 154,202 umol TE/gr, una desviacién estandar de 1,4692
coeficiente de variabilidad determinado de 0,95% mostrando de igual manera la alta
homogeneidad en sus valores encontrados. Finalmente, se observa que con el ensayo
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CUPRAC se obtuvo el promedio mas bajo en comparacion con los otros métodos
con un valor promedio de 76,7463 umol TE/gr, una desviacién estandar de 2,0802 vy
un coeficiente de variabilidad del 2,71%.

Ademas, en la Tabla N° 22 se puede apreciar el valor del Test T— Student para cada
uno de los grupos estudiados, encontrandose que para los tres métodos el valor de la
distribucién es mucho mayor que el valor 0,05, por lo que podemos decir que entre
los valores del mismo grupo no existe diferencia estadisticamente significativa entre
la media de la poblacion (el promedio de las tres muestras para cada método) y el
valor tomado como la mediana de la muestra (el mayor valor de las tres muestras de
cada grupo)

Haciendo un test de ANOVA (Tabla N° 23), se observa que los métodos muestran
diferencias altamente significativas (p<0,05) entre los valores de la actividad
antioxidante obtenida con los tres métodos.

TABLA N° 23.: ANOVA para la comparacion de métodos sobre la actividad
antioxidante.

Fuentes de Suma de | Grados de| Cuadrado E P F
Variabilidad Cuadrados | Libertad Medio Teorico
Métodos 10266,8155 2 5133,4078 1756,6515  0,0000 5,1433
Error 17,5336 6 2,9223 - - -
Total 10284,3491 8 = 3 - -

Se compar6 las medias obtenidas usando el test de Tukey, cuyos resultados se
muestran en la Tabla N° 24. Al respecto se demostré que las medias de los tres
métodos muestran diferencia significativa entre si. El método de ABTS, obtuvo los
valores mas elevados en umol TE/gr con un valor promedio de 154,202 umol TE/qg,
seguido por el método de DPPH cuyo promedio para la actividad antioxidante es
90,297 umol TE/gr 'y por ultimo el ensayo CUPRAC con el cual se obtuvo el
promedio mas bajo de actividad antioxidante, 76.746 umol TE/gr.

TABLA N° 24.: Test de Tukey para la comparacién de métodos sobre la
actividad antioxidante.

Métodos Casos Media Grupos Homogéneos
CUPRAC 3 76,746 A

DPPH 3 90,297 B

ABTS 3 154,202 C
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FIGURA N° 26.: Grafico de caja y bigotes de los métodos DPPH, ABTS y
CUPRAC

Estos resultados pueden ser evidenciados en grafico de la Figura N° 26 a través de un
grafico de Caja y Bigotes, elaborado con el software Statgraphics en donde se
aprecian los promedios y la mediana de cada valor obtenido por cada método.

De acuerdo al trabajo realizado pdatos C. et al.en la variedad de Ayacucho de
Corryocactus brevistyluse encontré valores de actividad antioxidante entre 266,32
y 439, 11 ug Trolox/g muestra a través del método DPPH.

Diversos trabajos han demostrado la variabilidad entre los resultados obtenidos por
los diversos metodos para la determinacion de la actividad antioxidante, siendo
diferente el comportamiento del método de acuerdo a la muestra niReldet al.,

2008, en su trabajo para la determinacion de la actividad antioxidante de frutas
nativas, trabajo con los métodos DPPH y ABTS usando diversos frutos como el

aguaymanto, el cual mostré un valor de 1060,0 g TE/g utilizando el método ABTS,

mientras que a través del método DPPH, obtuvo un valor de 729,0 §'TE/g.

De la misma formakKuskoski et al., 2005, demostré que la actividad antioxidante
medida con el método DPPH, 53,2 umol TE/g para la acerola, en diferentes muestras
de pulpa de frutas, era ligeramente menor que la medida a través del método ABTS,
66,5 umol TE/g de acerola. Asi mismo, en el trabajo realizadbi gral., 2008, se
observé que los valores obtenidos para el ensayo CUPRAC, 1328,3 umol TE/qg,
fueron considerablemente mayores a comparacion que los obtenidos por el método
ABTS, 664,2 umol TE/g, para un estudio comparativo de actividad antioxidante de
las semilla de Vitis vinifera (uvay.*°
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El mecanismo de accion antioxidante de los extractos fue por transferencia de
electrones para los tres métodos, ya sea por reaccion directa con radicales organicos
o por reduccion de iones (como en el ensayo CUPRAC que reduce el Cu (ll) a Cu (I)
por los oxidantes presente§)El uso mltiple del ensayo ABTS, confiere multiples
ventajas como, el presentar varios maximos de absorcion y una buena solubilidad,
ademas de permitir el estudio de compuestos de naturaleza lipofilica e hidf8filica.

3.3.5 INFLUENCIA DEL ACIDO ASCORBICO Y POLIFENOLES TOTALES
EN LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL  Corryocactus brevistylus

Varios componentes de los alimentos como carotenoides, vitamina C, vitamina E,
compuestos fendlicos y sus interacciones, contribuyen en diferente medida en la
actividad antioxidante de los alimentos por lo que es dificil medir su poder
antioxidante total por componentes activos individu&Bebido a ello es que solo

se puede ver la influencia de los diferentes componentes antioxidantes de un
producto natural, a través de las caracteristicas que este presenta en relaciéon a su
poder antioxidante.

Al comparar la cantidad de acido ascoérbico obtenida en la muestra liofilizada de
Corryocactus brevistyluson la cantidad de polifenoles totales hallada, se encontré
que existe una mayor cantidad de polifenoles totales, 6,4083 mg equivalentes de
acido galico (GAE)/g de muestra, a comparacion de la cantidad de acido ascorbico
hallada, 1,4187 mg acido ascorbico/g de muestra. Esto nos puede dar a entender que,
habiendo una mayor cantidad de polifenoles totales puede existir a su vez una mayor
influencia de éste en la actividad antioxidante del Sancayo.

Para poder dar un mayor soporte a la actividad antioxidante del acido ascérbico y los
polifenoles totales, se reviso otros trabajos de investigacion en los cuales se afirma
de igual manera la influencia de los polifenoles totales en la actividad antioxidante.
De acuerdo con el trabajo realizado pa&ighton et al.,se ha reportado que hay una
relacion lineal entre la actividad antioxidante por el método FRAP y la cantidad de
fenoles totales donde el contenido de acido ascérbico contribuye minimamente en el
potencial antioxidante del géneRubusperteneciente a la zarzamora. De la misma
manera, en el trabajo realizado pBekha et al., se demostré la actividad
antioxidante de diferentes zumos de fruta, los cuales contenian un alto contenido en
polifenoles totales a los que se les atribuyd su influencia, ya que a una mayor
cantidad de polifenoles totales, habia una mayor capacidad antioxidante. El estudio
realizado poiGhafar et al., 201@emostré que existe una relacion directa entre la
actividad antioxidante de especies citricas y contenidos fendfi¢dS: 11

A pesar de todos estos trabajo que relacionan el contenido de polifenoles en la
actividad antioxidante, el investigadeekhaet al. recomienda considerar de igual
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manera la presencia del acido ascoérbico como contribuyente a los compuestos
polifendlicos cuando se lo relaciona con la actividad antioxidafite.

3.4. DETERMINACION DE LA GENOTOXICIDAD DEL Corryocactus
brevistylusPOR EL ENSAYO COMETA

3.4.1 VIABILIDAD CELULAR

Luego de haber extraido las células mononucleares de la sangre periférica, se
evalu6 la viabilidad de las células por la técnica de exclusion con azul de Tripan
0,4% antes de someterlas al tratamiento con el extracto. De la prueba se obtuvo un
valor promedio de 94,17 % con una desviacion estandar de 2,0294, mostrandonos
gue las células se encuentran en su mayoria viables para el ensayo.

3.4.2 CUANTIFICACION DEL DANO DE DNA

Una vez realizado el ensayo cometa, se examin0 las muestras preparadas por el
ensayo cometa usando un microscopio 6ptico con un aumento de 40 X. Se
analizaron 50 cometas al azar por cada muestra, en donde se les asigno un grado
de dafio de una escala de 0 a 4 de acuerdo al % de DNA existente en la cola de los
cometas. Para validar este sistema, las medidas del DNA fueron analizadas con el
software CaspLab.

* Andlisis por Unidades Arbitrarias

La Tabla N° 25 y la Figura N° 27 nos muestran los resultados en unidades
arbitrarias, de las pruebas realizadas con diferentes concentraciones de
Corryocactus brevistylugsancayo), control negativo y control positivo (peréxido

de hidrogeno, 100 umol).

En los ANEXOS 2, 3, 4, 5y 6 se pueden apreciar los porcentajes de dafo en el
DNA de las células para cada uno de los tratamientos, siendo las pruebas
realizadas por triplicado.

Se evidencia un incremento lineal en el promedio de las unidades arbitrarias en
funcidn a la concentracion deorryocactus brevistylustilizada. (Tabla N° 25 y
Figura N° 27). El efecto genotoxico de los dos primeros tratamientos es casi el
doble (25,00 = 12,92) y el triple (38,33 + 10,60) con respecto al control negativo
(12,67 £ 18,48). Sin embargo, con el tratamiento que contenia la concentracion
mas alta, se observa que el efecto genotoxico es casi similar al control positivo con
peroxido de hidrégeno 150 umol, (70,30 + 7,55 vs 78,33 + 9,70).
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TABLA N° 25.: Efecto delCorryocactus brevistyluen linfocitos de sangre

periférica.

Porcentaje del dafio en el DNA

Tratamiento | No dafiadas Nivel 13ajo Nivel l\fledio NiveI:AIto Nivel MLNJy
(< 5%) Dafio Dafio Dafio Alto Dafio | Total (UA)
= (5-25%) (25-45%) (45-70%) (>70%)
0,02% 28,33+0,5819,00+£1,00 2,00+1,00 0,67 +0,580,00+0,00 25,00+ 12,92
0,20% 21,67+2,0821,33+1,53 467+153 1,67+0,58,67+0,5 38,33+10,60
2% 9,30+1,15 18,00+2,00 17,30+2,08 3,70+2,08,,70+1,1! 70,30+ 7,55
15;'02“020' 433+ 321 19,00+ 43 22,00+ 1,00 3,33+ 1,531,33+0,5! 78,33+ 9,70
Control
. 43,00+1,73 3,33 +0,57 200+£1,00 1,33+0,580,33+0,5/ 12,67 +18,48
Negativo
80,00 -
8 70,00 -
& 60,00 -
E 50,00 - m0,02%
< 40,00 - ®0,20%
S 30,00 - \
é 20,00 - 2%
=) 10,00 - H202
0,00 B Control Negativo
ofo olo ofo ov -
co‘&o

FIGURA N° 27.: Unidadesarbitrarias d e genotoxicidad registrada en linfocito
de sangreperiférica para los diferentes tratamientos corCorryocactus

brevistylus.

Para el control negativo, los leucocitos aislados fueron colocados en medic
y luego fueron incubados con PBS 1X a 37Noroozi M., et al. 1998, utilizd
linfocitos de sangre periférica, los cuales fueron aislados e incubados con |
por 30 min &87 °C, obteniendo como resultado valores entre 16,0 + 2,5y 7,5
unidades arbitraria&’
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El grupo de células que recibié el mayor dafio genotéxico, fue el grupo tratado con
peroxido de hidrégeno (UA = 78,33 £ 9,70), sin embargo, comparando dicho
resultado con el obtenido pdtoroozi et al., el cual también utilizé6 peréxido de
hidrégeno 100 umol,se vio que este Ultimo obtuvo un dafio genotdxico 3 veces
mayor (243,6 + 12,7), para un conteo de 100 células por tratamiento. En las pruebas
realizadas en el presente trabajo se realizé un conteo de 50 células por muestra, razon
a la que se le puede atribuir la diferencia entre los resultados obtenidos. El conteo de
50 células por muestra también fue realizado en el trabajdildend et al. 2002, en

el cual utiliza 5 animales por grupo de estudio, ademas de que es mencionado por
Gupta C. Ren su libro tituladd/eterinary Toxicologyen el cual lo sitia como la
minima cantidad a ser considerada para realizar un conteo por muestra, ya sea de
forma manual o a través de un softw&re,

A pesar de que existen diferentes genotoxinas para las estudios del ensayartometa
vitro, como es el caso del benzopireno, la metil-nitro-nitro-nitroso-guanidina
(MNNG) vy los rayos X, los cuales otorgan buenos resultados en cuanto a controles
positivos se refiere, el uso de perdxido de hidrégeno es uno de los mas utilizados y
citados, por diversos investigadores en el area déaun et al.,2009, Holz et al.,

1995, Singhet al., 1988, entre otros, en los estudios de genotoxicidad con

linfocitos 38454183

» Anadlisis de acuerdo al porcentaje de ADN en la cola.

Para la medicién del porcentaje del DNA en cola se utilizaron las mismas
imagenes observadas para las unidades arbitrarias. En la Tabla N° 26 se detallan
los resultados obtenidos mediante el programa CasplLab, para los tratamientos con
el extracto acuoso d€orryocactus brevistylusy su correspondiente control
negativo y positivo.

De acuerdo a los datos, se presentd una diferencia significativa entre los
porcentajes de ADN en cola del control negativo y los tratamientos al 0,02%, 0,2%
y al 2%. Ademas, se encontré que el tratamiento al 2%, posee un porcentaje
promedio de ADN en cola que ronda entre 27,1752 y 22,7929 los cuales son muy
cercanos a los valores obtenidos con el control positivo (entre 26,0933 y 25,7807).
(Ver Tabla N° 26).
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TABLA N° 26. Porcentaje promedio de ADN en cola registrada en grupos de linfocitos de
sangre periférica tratadas con diferentes concentraciones de Corryocactus brevistylgsi
correspondiente control negativo y positivo.

GRUPOS TailDNA% HeadDNA% CometLength TailLength

N° de ensayo
por tratamiento

2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0.02% 816 826 6,75 9188174 93,25 66,00 6500 64,00 14,00 14,00 12,00

0.20% 17,06 13,95 14.97 82,94 86,05 85,03 77,00 74,00 75,00 30,00 2500 26,00
20 27,18 23,77 22,79 72,82 76.23 77,21 89,00 85.00 83,00 47,00 41,00 39,00

Control 508 515 417 9490485 9583 63,00 60,00 62,00 10,00 7,00 7,00

Negativo

Control

monio 26,03 26,00 25,78 73,97 73,91 74,22 83,00 89,00 89,00 46,00 47,00 46,00

El efecto genotdxico de los tres tratamientos empleados muestra diferencias
notables. El grupo control negativo, como se esperaba, no presenta efecto
genotoxico (4,80 + 0,54 y un nivel de dafio = 0), mientras que el grupo tratado con
peroxido de hidrogeno, control positivo, manifesto la mayor genotoxicidad (25,97
+ 0,17 y un nivel de dafo = 2). Los tres grupos restantes, tratados con extractos
acuosos crecientes @orryocactus brevistylysevelaron una dependencia directa

del dafio genético con el tratamiento administrado; sin embargo, a pesar del dafio
genético existe, este es considerado leve para las dos primeras dosis (7,72 £ 0,85 y
15,32 £ 1,59 ambas con un nivel de dafio = 1), siendo considerada Unicamente el
tercer tratamiento2@,58 2,30 nivel de dafio = 1)como genotoxico, igual que el
control positivo 25,9% 0,17nivel de dafio = 2). En la Tabla N° 27 y la Figura N°

28 se muestra el porcentaje promedio global de los tres tratamientos con
Corryocactus brevistylug su correspondiente control negativo y positivo.

TABLA N° 27.: Porcentaje de ADN en cola y nivel de dafio registrados en
linfocitos de sangre periférica de los tres tratamientos.

Tratamiento Promedio DesYlaC|on Nivel de Dafo
Estandar
0,02% 7,72 0,85 1
0,20% 15,32 1,59 1
2% 24,58 2,30 1
150 umol H202 25,97 0,17 2
Control Negativo 4,80 0,54 0
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FIGURA N° 28.: Porcentaje de ADN en cola registrada elinfocitos de sangre
periférica expuesta &los tres tratamientos.

La Tabla N° 28nuestra el analisis de varianza realizado en los promedio de D
cola para los tres tratamientos (Corryocactus brevistylug los controles positivo
negativo. Se determind que existen diferencia estadisticamente significativa €
medias de lo® grupos, de acuerdo al valor F obtenido, 155,3919, y de acue

valor de P, el cual fue mucho menor que el limite de 0,05, a un nivel de confia
95 %.

TABLA N° 28.: Tabla ANOVA para los porcentajes de DNA en co hallados
en las concentraciordel 0,02%, 0,2% y 2%, y los contra< positivo y

negativo.

Fuente de Suma de | Grados de| Cuadrado F p F
Variabilidad | cuadrados | libertad Medio Tebrico
Entre grupos 1100,637 4 275,1594 155,3919 0,0000 3,4780
Dentrodelos 7 707, 10 1,7707 - - -

grupos
Total 1118,345 14 - - - -

De acuerdo al resultaddtenido en el ANOVA (Tabla N° 28se realiz6 un Test «
Tukey en el cual se comparoé las medias de cada tratamiento y se determino ¢
ellas eran significativamente diferentes entre s la Tabla N° 2 se observa que se
han identificado tres grupos homogéneos para este test, en las cuales se mu
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no existe diferencia estadisticamente significativa entre aquellos niveles que
compartan un mismo grupo, como es el caso del control negativo y el tratamiento al
0,02%, ademas del tratamiento al 2% vy el control positivo.

TABLA N° 29.: Test de Tukey para la comparacion de los tratamientos con
Corryocactus brevistylug los controles negativo y positivo.

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
C. Negativo 3 4,7986 A
0,02% 3 7,7227 A
0,20% 3 15,3239 B
2,00% 3 24,5788 C
C. Positivo 3 25,9678 C

Los resultados obtenidos pueden ser evidenciados la Figura N° 29 a través de un
grafico de caja y bigotes elaborado con el software Statgraphics, en donde se
aprecian los promedios y la mediana de los porcentajes de DNA en cola (Tail DNA

%) de cada tratamiento.

30 -
25
20F

15F

ga—

Tail DNA %

=

0,02%

0,20%

2,00% C.Negativo  C. Positivo

Tratamientos

FIGURA N° 29.: Grafico de caja y bigotes para el porcentaje de ADN en cola
registrada en linfocitos de sangre periférica expuesta a los tres tratamientos.

Existen numeros trabajos en los cuales se representa los resultados obtenidos en el
ensayo cometa a través del porcentaje de DNA entre los cuales podemos
mencionar al trabajo déela R.,en el que se determina el potencial genotoxico de

las nanoparticulas de plata por diversos estudios incluido el ensayo cometa, en el
cual se expresa sus resultados de acuerdo al % de DNA presente en la cola de los
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cometas analizados para las diversas concentraciones de su muestra y los controles
positivo y negativa®

» Analisis de acuerdo al valor obtenido en el momento de cola (TM) y momento
de cola Olive (OTM)

Se realiz6 la medicién del momento de cola (TM) y el momento de cola Olive
(OTM) para los cometas de cada tratamiento con el software CasplLab y se analizé
la relacién existente entre ellos con respecto a cada tratamiento. (Ver Tabla N° 30).

Se realizo la comparacion del efecto genotoxico del extracto acuoso de
Corryocactus brevistylual 0,02%, 0,2% y 2% y su correspondiente control
positivo y negativo. En el grafico de la Figura N° 30 se puede apreciar la relacion
existente entre los resultados obtenidos en el momento de cola (Tail Moment -
TM) y el momento de cola Olive (Olive Tail Moment - OTM) para los tres
tratamientos con sancayo.

TABLA N° 30.: Promedios globales del momento de cola (TM) y momento de
cola Olive (OTM) registradas en los cometas analizados por el software
CaspLab.

GRUPOS Tail Moment - TM Olive Tail Moment - OTM

N° de ensayo por
tratamiento

2 3 Promedio 1 2 3 Promedio

0,02% 2,13 255 214 227+024 3,02 3,47 253 3,01+0,47
0,20% 882 698 680 753+112 7,18 565 6,32 6,38+0,76
2% 18,52 12,6411,43 14,20+3,80 11,44 10,20,71 10,45+0,89

Control Negativo 2,40 1,14 140 165+066 2,12 188 155 1,85+0,29
H202, 150 umol 15,74 13,613,78 14,37+1,18 11,30 11,281,13 11,22 +0,08
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FIGURA N° 30.: Efecto genotoxico del extracto acuoso (Corryocactus
brevistylusal 0,02%, 0,2% y 2% en células mononucleares mediantemomento
de cole (TM) y momento de colaOlive (OTM).

Los valores de TM son mayores que los valores obtenidos en OTM para los
gue obtuvieron los valores mas altos en los tratamientos, ¢t 0,2%, 2% vy el
control positivo, mientras que para los que obtuvieron valores bajos, como
y el control negativo, poseen valores de OTM ligeramente mayores qlalores
de TM.

TABLA N° 31.: Tabla ANOVA para los tratamientos al 0,02%, 0,2% y 2%,y
sus controles positivo y negativo usando el momento de cola (Thallados
con el software CaspLab.

Fuente de Suma de | Grados de| Cuadrado F p F
Variabilidad | cuadrados | libertad Medio Teobrico
Entre grupos 457,234 4 114,3086 32,5444  0,000( 3,4780
Dentro delos o5 153 10 35124 - - -
grupos
Total 492,358. 14 - - - -

En la Tabla N° 31se observa el andlisis de varianza (ANOVA) entre
promedios de momento de cola (TM) de los tres tratamientos y los co
negativo y positivo. En dicha tabla se puede ver que existe diferencia signit
en por lo menos una de la media de linco grupos, de acuerdo al analisis
valor F, elcual es menor que el F tedriy el valor de P que es menor que el lin
0,05, a un nivel de confianza del 9%

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Se realiz6 una comparacion mdltiple para determinar cuéles medias son
significativamente diferentes de otras a través del Test Tukey. Se identificaron tres
grupos homogéneos, entre los tratamientos que la componen, pero con diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, como se aprecia en la Tabla N° 32. Estos
estan formados por: el control negativo y el tratamiento al 0,02% perteneciente al
grupo A, el tratamiento al 2% y el control positivo (peréxido de hidrogeno a 100
umol) perteneciente al grupo C, y por ultimo el tratamiento al 0,2%, perteneciente al
grupo B.

TABLA N° 32.: Test de Tukey para los tratamientos al 0,02%, 0,2% y 2%, y
sus controles positivo y negativo de acuerdo a las medias del momento de cola
(TM) hallados con el software CaspLab.

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
C. Negativo 3 1,647 A
0,02% 3 2,2717 A
0,20% 8 7,5346 B
2,00% 3 14,195 C
C. Positivo 3 14,375 e

En el gréfico de la Figura N° 31 se muestra la distribucion de las medias de los
valores obtenidos para el momento de cola (TM) entre el tratamiento al 0,02%, 0,2%
y al 2% y los controles positivo y negativo, a través de un gréfico de caja y bigotes
elaborado con el software Statgraphics.

20
16

b

12

Tail Moment

o

0,02% 0,20% 2,00% C. Negativo C. Positivo
Tratamiento

FIGURA N° 31.: Grafico de caja y bigotes para las medias del momento de
cola (Tail Moment) obtenidos en el tratamientos al 0,02%, 0,2% y 2% ademas
de los controles negativo y positivo.
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Asi mismo se hizo un andlisis de varianza para los valores de OTM de los cometas
analizados con el software CasplLab para los 5 tratamientos (Ver Tabla N° 33). Se
demuestra que hay diferencia estadisticamente significativa entre al menos una de
las medias de los 5 tratamientos analizados de acuerdo al valor-P hallado, el cual
es menor al 0,05, y al valor de F, el cual muestra ser mayor que el F tedrico con
un nivel de confianza del 95%.

TABLA N° 33: Tabla ANOVA para los tratamientos al 0,02%, 0,2% y 2%, y
sus controles positivo y negativo usando el momento de cola olive (OTM)
hallados con el software CaspLab.

Fuente de Suma de | Grados de| Cuadrado F F
Variabilidad | cuadrados | libertad Medio Tebrico
Entre grupos 215,0351 4 53,7588 159,5011 0,0000 3,4780
Dentro de los = 3 3704 10 0,3370 - - -

grupos
Total 218,4055 14 = - - -

En la Tabla N° 34 se observa el Test de Tukey realizado con las medias de los
valores obtenidos para el momento de cola olive (OTM) de los 5 tratamientos. Al
igual que las medias correspondientes al momento de cola (TM) de los mismos
tratamientos, se identificé tres grupos homogéneos los cuales no muestran diferencia
estadisticamente significativa entre los que la componen, pero si entre otros grupos.

TABLA N° 34.: Test de Tukey para los tratamientos al 0,02%, 0,2% y 2%, y
sus controles positivo y negativo de acuerdo a las medias del momento de cola
Olive (OTM) hallados con el software CaspLab.

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
C. Negativo 3 1,8486 A
0,02% 3 3,0066 A
0,20% 3 6,3838 B
2,00% 3 10,4487 C
C. Positivo 3 11,2188 C

En el gréfico de la Figura N° 32 se muestra la distribucion de las medias de los
valores obtenidos para el momento de cola olive (OTM) entre el tratamiento al
0,02%, 0,2% y al 2% y los controles positivo y negativo, a través de un gréfico de
caja y bigotes elaborado con el software Statgraphics.
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FIGURA N° 32.: Grafico de caja y bigotes para las medias del momento de
cola Olive (Olive Tail Moment) obtenidos en el tratamientos al 0,02%, 0,2% y
2% ademas de los controles negativo y positivo.

Al igual que el gréfico de la Figura N° 31, se observa en la Figura N° 32 que a un
mayor valor del momento de cola Olive (OTM), y por ende también un mayor valor

de momento de cola (TM), existirA una mayor genotoxicidad por parte del extracto
de Corryocactus brevistylusobre los grupos de linfocitos a las cuales fueron
expuestas. En el grafico también se observa que se necesita de una concentracion del
2% de extracto acuosos de sancayo para producir un dafo genotoxico similar al del
peroxido de hidrégeno 100 umol, al contrario del extracto al 0,02% el cual no
produce dafio genotdxico y muestra una gran aproximacion al control negativo, el
cual esta formado por el medio RPMI y PBS 1X.

En el presente trabajo, se mostr0 que existe una relacion entre los resultados
obtenidos con los tres tipos de analisis efectuados para el ensayo cometa. Los
resultados obtenidos mostraron ser proporcionales entre si, algo muy parecido al
trabajo realizado podArif et al., 2008, en el cual luego de un estudio de
genotoxicidad del plomo en glébulos blancos de ratas, se observé proporcionalidad
entre sus resultados expresados por medio de los valores obtenidos en el momento
de cola Olive (Olive Tail Moment), el porcentaje de DNA en cola, longitud del
cometa, y longitud de la cola de los cometas medidas por grupo tratado. El autor
expresa que ante un mayor valor en el OTM de las muestras, existe una mayor
genotoxicidad por parte de la muestra utilizda.
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El ensayo cometa es un método simple, sensible y rapido que puede ser utilizado
para estimar el dafio en el DNA en células individuales a través de la ruptura de
hebras, sitios de reparacion abierta, enlaces cruzados y sitios é&lcali labiles
causados por el estrés oxidatiVo.

FIGURA N° 33.: Comparacion del efecto genotoéxico del extracto acuoso de
Corryocactus brevistylugsancayo), donde: A: 0,02%, B: 0,2%, C: 2%, D:
Control positivo, E: Control negativo.

En este estudio se encontrd que los linfocitos de sangre periférica del grupo control
negativo, tenian fuertemente comprimido el DNA y mantuvieron la forma circular
del nacleo normal con poca o ninguna evidencia de formacion de cometas (Figura
N° 33 E). En contraste, las células tratadas con las diferentes concentraciones de
Corryocactus brevistylyen especial la concentracion al 2% y el control positivo

con perdxido de hidrégeno, aparecen alterados en apariencia (Figura N° 33 B-D).
La base de esta apariencia alterada se debe a que durante el desenrollamiento
alcalino (a pH 13.0) el ADN bicatenario superenrollado es desenrollado y
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desnaturalizado. Como resultado, la doble cadena de ADN se convierte en una
cadena simple y relajada donde los fragmentos de DNA (con carga negativa) la
hacen migrar hacia el anodo dejando el DNA intacto en la region de la cabeza. Si
el nucleo contiene ADN mas dafiado, una gran cantidad de los trozos de DNA (que
son pequefias en comparacion a la molécula intacta de ADN) migraran a la region
de la cola. De esa manera los cometas se formaran como es evidente en la Figura
N° 33, en donde la intensidad de la cola del cometa respecto a la cabeza, refleja el
namero de rupturas en el ADN. Las células que contienen un mayor nivel de
roturas de ADN generan cometas con mayor intensidad en las “Colas”.

3.4.3 INFLUENCIA DEL ACIDO ASCORBICO Y POLIFENOLES TOTALES
EN LA GENOTOXICIDAD DEL Corryocactus brevistylus

Los resultados obtenidos en genotoxicidad sugieren que los tratamientos con
Corryocactus brevistylusen especial los tratamientos al 0,2062%, estan
asociados con el efecto pro oxidante del acido ascérbico presente en las muestras.
Como ejemplo tenemos el trabajo realizado$eeto et al., 2006, en cuyo estudio
sobre el efecto de diferentes frutas y vegetales en el DNA de linfocitos humanos,
no encontré proteccion conferida por las frutas y vegetales utilizadas en el estudio,
entre los cuales se encontraba el limon, brocoli, naranja, fresa entre otros, por lo
gue se le considerd perjudicial para el estudio a los que consideraron como un
efecto pro oxidante debido a que las altas concentraciones contrapesan a su poder
protector®®

Se puede aludir entonces que las altas concentraciones del extracto con
Corryocactus brevistylys2%, otorgan genotoxicidad en el grupo de células
mononucleares con las que se traté, como se aprecia en los diversos graficos de
caja y bigotes de los analisis visuales efectuados. En otros trabajos, como los
citado por Green et al., 1994, $hi M. et al., 2005se encontré un efecto pro
oxidante en ensayas vitro con linfocitos y acido ascoérbico, usando como método

el ensayo cometa, y también en pruebas realizaddBrewntella melaninogenica,
bacteria gram negativa anaerobia, en la que se encontr6 un efecto pro oxidante y
antioxidante de la vitamina €%

La formacion de compuestos prooxidantes en frutos ha sido vista también en la
especieMyrciaria dubia (camu camu), cuando es administrada en altas dosis,
especialmente cuando estd en presencia de elevadas cantidades de metales de
transicién, generando radicales hidroXfoDe la misma forma en la especie
Psidium guajava L(guayaba) se observo que este fruto posee propiedades pro
oxidantes en las variedades verde y amarilla en las que se sugiere que
probablemente el ascorbato, constituyente importante de la guayaba, participe

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE &%, UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

directamente en las reacciones que generan radicales hidroxilo, lo que se ha
evidenciado por los resultados obtenidos en su esfiidio.

Otros trabajos como el deéres T., han demostrado que, ademas que el acido
ascorbico, los flavonoides también confieren propiedades prooxidantes causando
mutagenicidad y genotoxicidad en sistemas experimentales bacterianos como
mamiferos, esto debido a algunos mecanismos a través de los cuales los
flavonoides ejercen sus acciones prooxidantes como la reduccién de Cu (ll) a Cu
(1), la generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO$), etc.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

Primera: Se concluy6 que el contenido de acido ascérbico encontrado en el fruto de
Corryocactus brevistylusSancayo”, por el método voltamétrico, es de una cantidad
considerable a comparacion de otros frutos con antecedentes de poseer acido
ascorbico, como la naranja y el limén, a excepcién del camu camu.

Segunda:Luego de la cuantificacion de polifenoles totales, utilizando el método de
Follin- Ciocalteu, se determind que la muestr&deyocactus brevistylugosee una
cantidad importante de polifenoles, pero que comparada con la misma especie
originaria de Ayacucho, esta Ultima posee una mayor cantidad de polifenoles que la
perteneciente a la localidad de Caylloma, Arequipa. Comparando la cantidad
existente con otras especies, como: la mandarina, manzana o ciruela, se encontrd que
el sancayo posee mayores niveles de polifenoles totales, pero menores que el fruto
camu camu.

Tercera: Al evaluar la actividad antioxidante de los frutos @erryocactus
brevistylusse concluye que se obtiene un mayor valor por equivalente de Trolox
(TEAC) 'y un menor coeficiente de variabilidad utilizando el método ABTS,
considerandosele como el método mas recomendado para la determinacion de
actividad antioxidante. La influencia a la actividad antioxidante del sancayo se le
atribuye en su mayoria al contenido de polifenoles totales presentes en la muestra por
la influencia del mismo como antioxidante y por su cantidad encontrada en el fruto.

Cuarta: Se evaluo el efecto genotoxico del extracto acuoso de sancayo por medio
del ensayo cometa en linfocitos de sangre periférica, concluyéndose que los extractos
al 0,02% y 0,2% no causan lesioén al DNA en linfocitos, en comparacion del extracto
al 2% considerandosele medianamente genotoxico. La influencia de la
genotoxicidad delCorryocactus brevistylysse infiera que puede ser atribuida al
acido ascorbico presente en la muestra, el cual tiene efectos prooxidantes a ciertas
condiciones.
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RECOMENDACIONES

- Realizar mas pruebas para la determinacion de la actividad antioxidante del
Corryocactus brevistylustilizando otras variedades del fruto las cuales aun no
ha sido estudiadas.

- Realizar las pruebas de acido ascérbico, polifenoles totales y actividad
antioxidante con extractos de sancayo preparados y almacenados en un mismo
lapso de tiempo para los diferentes métodos, de esa manera se tendran resultados
mas veridicos con un proceso sistematico de medicion.

- Preparar los reactivos de DPPH, ABTS, Neocuproina (CUPRAC) vy Trolox el
mismo dia del ensayo y seguir usandolos por un periodo maximo de 2 dias.
Pasado dicho lapso los reactivos tienden a degradarse y dar resultados no fiables.

- Se recomienda preparar los extractos @erryocactus brevistylupara las
pruebas de genotoxicidad el mismo dia de realizarse la prueba, para evitar la
degradacion de los componentes de la muestra.

- Es importante considerar el uso de otras técnicas de coloracion, para el tefiido de
los cometas. El tefiido con otras tinciones, como DAPI, yoduro de propidio (PI),
y tinciones fluorescentes como SybrGold, y SybrGreen, permiten obtener
cometas los cuales pueden ser facilmente analizados por los diversos software de
libre acceso por internet, aunque su viabilidad visual es de un tiempo mas corto.

- Se recomienda estandarizar la técnica del ensayo cometa antes de desarrollar el
analisis de una muestra o un estudio relacionado con genotoxicidad. Uno de los
mayores problemas a tener en cuenta es, mantener los geles de agarosa fijos en
el portaobjetos para evitar dafar el gel y con él la muestra a analizar.
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ANEXO 1
FIGURAS: ENSAYO COMETA

FIGURA N° 34.: Preparacion del Extracto

a. La pulpa es molida en un b. Se pesa la muestray se la
mortero. coloca en un tubo eppendorf

c. Se le agrega 1 ml de j© d. Se lleva la muestra de
destilada, y se lo agita en el sancayo al sonicador por 2
vortex por 2 min. min.

e. Se centrifuga los tubos con f. Se toma el sobrenadante de
la muestra a 4000 rpm x 10 la muestra en un tubo
min aparte.
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g. Se filtra el sobrenadante, con papel filtro y tubos anotop para finalmente
enrasar el extracto en una fiola de 5 ml, para un extracto al 4%

FIGURA N° 35.: Extraccion de sangre para el aislamiento de linfocitos

a. Extraccion via intravenosa

FIGURA N° 36.: Aislamiento de linfocitos, prueba de viabilidad e incubacién
con el extracto

a. Tubo Falcon con Ficoll- b. Tubo Falcon luego de
Paque y sangre diluida. la centrifugacion.
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c. Prueba de viabilidad en d. Incubacion de las células
camara de Neubauer (Foto a mononucleares a 37°c por 30
40X) min luego de su preparacion.

FIGURA N° 37.: Preparacién de las laminas de agarosa

a. Preparacion de la agarosa b. Laminas embebidas con la
de punto de fusién normal agarosa (punto de fusién normal)

c. Agregando la muestra embebida en
la agarosa de bajo punto de fusién.
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FIGURA N° 38.: Lisis

a. Portaobjetos embebidos en solucion
de lisis y llevados al refrigerador.

FIGURA NP° 39.: Electroforesis

a. Camara electroforética donde se b. Electroforesis en solucién alcalina
realizaréa la exposicion alcalin: 30 v por 20 min.

FIGURA NP° 40.: Neutralizacion

a. Solucién de neutralizacién por 10
min
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FIGURA N° 41.: Tincion

a. Solucion de fijacion por 10 min. b. Shaker con las laminas y la
solucion de tincion

c. Geles tefiidos

FIGURA N° 42.: Visualizacion en el microscopio

a. Visualizacion de cometas a través del
microscopio binocular.
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FIGURA N° 43.: Andlisis en el software CaspLab

Ble fosey Yew QOpbions  findow el
B 4w &0
[ T—"

a. Visualizacion de los cometas a través
del software.

Be goay Yiew Qptors Window e

b. Andlisis de los cometas por el
software CaspLab.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

los cometas medldos en el tratamlento de O, 02% dmrryocactus brevistilupor el Ensayo Cometa.

NP Head Tail Head Head Tall Comet Head Tall Tall Olive Tail
DNA % | DNA % | Radius | Length | Length | Length | Mean X | Mean X | Moment Moment
1 95,6382 4,3618 27 53 8 62 25,8788 55,0189 0,3357 1,2410
2 95,3586 4,6414 26 53 8 62 25,9547 55,2985 0,3802 1,320
3 96,3585 3,6415 27 54 6 61 25,6853 54,2986 0,2340 1,0419
4 94,5662 5,4338 26 53 2 56 26,1721 56,0909 0,1087 1,6357
5 82,1031 | 17,8969 23 46 32 78 30,1450 68,554 5,6523 6,874p
6 84,0102 | 15,9898 23 47 28 76 29,4607 66,6469 4,5114 5,946
7 83,4895 | 16,5105 23 46 29 77 29,6445 67,1676 4,8104 6,1953
8 84,3651 | 15,6349 23 47 28 75 29,3368 66,2920 4,3134 57779
9 83,2234 | 16,7766 23 46 30 77 29,7392  67,433) 4,9664 6,3230
10| 84,4784 | 15,5216 23 47 27 75 29,2974  66,178[ 4,2514 5,7246
11| 81,1492 | 18,8508 23 45 33 79 30,4994 69,5079 6,2704 7,3534
12| 99,9986 0,0014 28 56 1 58 24,7503 50,6585 0,00001 0,0004
13| 74,7391 | 25,2609 21 42 36 79 33,1152  85,918p 9,0934 13,3385
14| 99,9875 0,0125 28 56 2 59 24,7531 50,6696 0,0003 0,0032
15| 81,9232 | 18,0768 23 46 32 78 30,2112 68,7339 5,7664 6,963]7
16 | 83,3317 | 16,6684 23 46 29 77 29,7006 67,325b 4,903( 6,2714
17| 99,8564 0,1434 28 55 2 58 24,7856 50,8007 0,0029 0,0373
18| 81,3180 | 18,6820 23 45 33 79 30,4361 69,3391 6,1591 7,2679
19| 99,4680 0,5320 28 55 1 57 24,8824 51,1891 0,0050 0,1400
20| 80,9906 | 19,0094 22 45 34 80 30,5591  69,666H 6,3764 7,4341
21| 81,9569 | 18,0431 23 46 32 78 30,1988 68,7002 5,745] 6,9468
22| 95,2322 4,7678 26 53 8 62 25,9891 55,4249 0,4012 1,4034
23| 96,1229 3,8772 27 53 7 61 25,7483 54,5343 0,2653 1,1161
24| 96,9982 3,0018 27 54 1 56 25,5159 53,6589 0,03002 0,8448
25| 95,9068 4,0932 27 53 7 62 25,8063 54,7503 0,2957 1,1847
26| 99,7290 0,2710 28 55 2 58 24,8173 50,9281 0,0054 0,0708
27| 99,9124 0,0876 28 56 1 58 24,7717 50,7447 0,0009 0,0228
28| 73,1716 | 26,8284 20 41 47 89 33,824  77,485H 12,7017 11,7185
29| 75,7545 | 24,2455 21 42 43 86 32,6713  74,902b 10,3737 10,2392
30| 98,9974 1,00264 27 55 2 58 25,0006 51,6597 0,017 0,2673
31| 95,1767 4,8233 26 53 9 62 26,0043 55,4804 0,4106 1,4217
32| 95,6197 4,3803 27 53 8 62 25,8838 55,0374 0,3386 1,2770
33| 93,8895 6,1105 26 52 11 64 26,3608 56,7676 0,6589 1,8%80
34| 95,8222 4,1778 27 53 7 62 25,8291 54,8349 0,3080 1,2118
35| 96,6872 3,3128 27 54 6 61 25,5980 53,9699 0,197 0,9399
36| 90,5476 9,4524 25 50 17 68 27,3387 60,1095 1,57p7 3,0981
37| 96,2358 3,7642 27 53 7 61 25,7181 54,4213 0,2500 1,0804
38| 93,3942 6,6058 26 52 12 65 26,5006 57,2629 0,7701 2,0321
39| 95,3091 4,6909 26 53 8 62 25,9681 55,3480 0,3883 1,37182
40| 95,2429 4,7571 26 53 8 62 25,9862 55,4142 0,3994 1,3999
41| 94,8908 5,1092 26 53 9 63 26,0826 55,7663 0,4607 1,5166
42| 93,1375 6,8625 26 52 12 65 26,5786 57,5196 0,8311 2,1237
43| 95,1655 4,8345 26 53 9 62 26,0073 55,4916 0,415 1,4254
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45 96,0284 3,9717 27 53 7 61 25,7736 54,6288 0,2784 1,1460
46 99,7599 0,2401 28 55 2 58 24,8096 50,8972 0,0048 0,0626
47 97,4551 2,5449 27 54 4 60 25,3963 53,2020 0,1143 0,7076
48 99,8577 0,1423 28 55 1 57 24,7853 50,7994 0,0014 0,0370
49 95,6824 4,3174 27 53 8 62 25,8668 54,9147 0,3290 1,2%67
50 96,1968 3,8032 27 53 7 61 25,7285 54,4603 0,2563 1,0927
1 94,4567 5,5433 26 52 10 63 26,2025 56,2004 0,54P3 1,6629
2 99,1183 0,8817 28 55 2 58 24,9702 51,5388 0,0187 0,2343
3 99,9113 0,0887 28 56 3 60 24,7720 50,7458 0,0027 0,0330
4 99,1594 0,84056 28 55 1 58 24,9598 51,497y 0,0125 0,2231L
5 88,2506 11,7494 25 49 21 71 28,0451 62,406H 2,436] 4.0378
6 84,9867 15,0133 24 47 26 75 29,1222 65,6704 3,9776 5,487L
7 87,9533 12,0468 24 49 21 71 28,1399 62,7030 2,5610 4,163B
8 86,5164 13,4836 24 48 24 73 28,6073 64,140 3,2084 4,791p
9 96,6753 3,3248 27 54 6 61 25,6012 53,9819 0,1951 0,9436
10 97,9198 2,0802 27 54 4 59 25,2758 52,7373 0,0764 0,5713
11 99,9166 0,0834 28 56 1 58 24,7706 50,7405 0,0008 0,0216
12 99,9974 0,0026 28 56 2 59 24,7506 50,6597 0,0001 0,0007
13 99,8113 0,1887 28 55 3 59 24,7968 50,8458 0,0067 0,0492
14 99,4367 0,5633 28 55 4 60 24,8902 51,2204 0,02p5 0,1483
15 79,0395 20,9605 22 44 37 82 31,3135 71,6176 7,7531 8,447P
16 98,5248 1,4752 27 55 3 58 25,1206 52,1323 0,0384 0,3985
17 99,9978 0,0022 28 56 3 60 24,7505 50,6593 0,0001 0,0006
18 69,0735 30,9265 19 38 45 84 35,8314 96,5836 13,9160 18,7885
19 73,9968 26,0032 21 41 2 44 33,4474 76,6608 0,5201 11,2367
20 96,6360 3,3640 27 54 6 61 25,6116 54,0211 0,1997 0,9557
21 93,0269 6,9731 26 52 12 65 26,6052 57,6302 0,8581 2,1634
22 98,5375 1,4625 27 55 3 58 25,1173 52,1196 0,03[77 0,3949
23 77,2987 22,7018 21 43 37 81 32,0186 85,3584 8,3995 12,1088
24 99,6008 0,3992 28 55 58 24,8492 51,0563 0,0080 0,1046
25 99,8865 0,1135 28 55 57 24,7781 50,7706 0,0011 0,0295
26 95,1648 4,8352 26 53 62 26,0075 55,4923 0,41P6 1,4257
27 54,6902 45,3098 15 30 65 96 45,2549 104,9669 29,4514 27,054
28 82,3498 17,6502 23 46 31 78 30,0547 68,3078 5,4974 6,751)7
29 76,0462 23,9538 21 42 42 86 32,5460 74,610P 10,1256 10,0761
30 99,9556 0,0444 28 56 2 59 24,7610 50,7015 0,0009 0,0115
31 99,0624 0,93755 28 55 2 58 24,9842 51,594y 0,0155 0,249p
32 99,1673 0,83274 28 55 1 58 24,9578 51,4898 0,0124 0,220P
33 99,3841 0,61594 28 55 1 57 24,9034 51,2730 0,0067 0,162
34 96,6879 3,31215 27 54 6 61 25,5978 53,9693 0,1934 0,939f
35 98,3718 1,6282 27 55 3 59 25,1597 52,2853 0,0468 0,4417
36 99,2460 0,7540 28 55 1 57 24,9380 51,4111 0,0100 0,1996
37 97,0235 2,9765 27 54 5 60 25,5093 53,6336 0,1563 0,8371
38 96,6491 3,3509 27 54 6 61 25,6081 54,0080 0,1981 0,9%16
39 95,2364 4,7636 26 53 8 62 25,9880 55,4207 0,4004 1,4021
40 99,7469 0,2531] 28 55 1 57 24,8128 50,9102 0,00R5 0,0661
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42 89,3459 10,6541 25 50 19 69 27,7013 61,311p 2,0031 3,5808
43 93,3933 6,6067 26 52 12 65 26,5008 57,2638 0,7703 2,0324
44 89,3950 10,6050 25 50 19 69 27,6861 61,2621 1,9847 3,560[7
45 80,8000 19,2000 22 45 34 80 30,6312 69,8571 6,5054 7,5314
46 80,3684 19,6316 22 45 35 80 30,7957 70,288J 6,8017 7,753
47 92,5005 7,4995 26 51 13 66 26,7566 58,1566 0,99p5 2,3%49
48 91,4273 8,5727 25 51 15 67 27,0707 59,2298 1,2969 2,7%69
49 94,4615 5,5384 26 52 10 63 26,2012 56,1957 0,5413 1,6613
50 70,9137 29,0863 20 39 51 92 34,9016 79,7434 14,9296 13,0428
1 94,5031 5,4969 26 53 10 63 26,1896 56,1340 0,5332 1,6471
2 93,9931 6,0069 26 52 11 64 26,3317 56,6640 0,6368 1,8220
3 93,7423 6,2577 26 52 11 64 26,4022 56,9148 0,6910 1,9094
4 95,1340 4,8660 26 53 9 62 26,0159 55,5231 0,4178 1,4358
5 96,0221 3,9779 27 53 7 61 25,7753 54,6350 0,2792 1,1480
6 99,9973 0,0027 28 56 1 58 24,7507 50,6598 0,00Q03 0,0007
7 93,7504 6,2496 26 52 11 64 26,3999 56,9067 0,6893 1,9066
8 87,9262 12,0738 24 49 21 71 28,1486 62,7300 2,5725 4,1754
9 82,3041 17,6959 23 46 31 78 30,0714 68,3530 5,5261 6,7743
10 95,8101 4,1899 27 53 7 62 25,8324 54,8470 0,308 1,2157
11 98,0279 1,9721 27 54 3 59 25,2479 52,6292 0,0686 0,5400
12 95,2669 4,7331 26 53 8 62 25,9796 55,3902 0,3953 1,3920
13 97,8856 2,1145 27 54 4 59 25,2846 52,7116 0,0789 0,5812
14 98,8571 1,1429 27 55 2 58 25,0361 51,8000 0,0231 0,3059
15 93,3569 6,6431 26 52 12 65 26,5112 57,3002 0,7788 2,0454
16 96,9769 3,0231 27 54 5 60 25,5215 53,6802 0,163 0,8%13
17 98,6981 1,3020 27 55 3 59 25,0765 51,9591 0,03p1 0,3%00
18 96,9234 3,0764 27 54 5 60 25,5356 53,7337 0,160 0,8675
19 86,5928 13,4072 24 48 24 73 28,5821 64,0643 3,1721 4,757
20 78,8048 21,1952 22 44 37 82 31,4067 71,8523 7,9271 8,572b
21 76,5553 23,4447 21 43 41 85 32,3296 74,1018 9,6994 9,7934
22 88,8104 11,1896 25 49 20 70 27,8684 61,846\ 2,2095 3,8020
23 95,9690 4,0310 27 53 7 61 25,7896 54,6881 0,2867 1,1649
24 99,7961 0,2039 28 55 1 57 24,8006 50,8610 0,00p0 0,0%31
25 74,3555 25,6445 21 41 40 82 33,2860 86,3016 10,2578 13,5956
26 89,1826 10,8174 25 50 19 70 27,7521 61,4745 2,065( 3,647P
27 41,5795 58,4205 12 23 87 111 59,5245 109,0776 50,8258 28,94p2
28 94,3678 5,6322 26 52 10 63 26,2272 56,2893 0,5508 1,6932
29 99,9820 0,0180Q 28 56 3 60 24,7545 50,6751 0,0005 0,0047
30 92,6245 7,3755 26 51 13 65 26,7208 58,0326 0,96P0 2,3094
31 93,1421 6,8579 26 52 12 65 26,5723 57,5150 0,830P0 2,1220
32 95,9342 4,0658 27 53 7 61 25,7989 54,7229 0,29117 1,1760
33 95,6382 4,3618 27 53 8 62 25,8788 55,0189 0,3357 1,2710
34 92,9959 7,0041 26 52 12 65 26,6141 57,6612 0,86p7 2,1746
35 99,9870 0,0130 28 56 2 59 24,7582 50,6701 0,0003 0,0034
36 99,9959 0,0041 28 56 3 60 24,7510 50,6612 0,0001 0,0011
37 98,2452 1,7548 27 55 3 59 25,1921 52,4119 0,0543 0,47177
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39| 93,6492 6,3508 26 52 11 64 26,4284 57,0079 0,71118 1,9420
40| 93,5025 6,4975 26 52 11 64 26,4699 57,1546 0,7450 1,9937
41| 94,8728 5,1272 26 53 4 58 26,0876 55,7843 0,2051 1,5226
42| 95,3325 4,6675 26 53 8 62 25,9618 55,3246 0,385 1,3705
43| 98,6350 1,365(0 27 55 2 58 25,0925 52,0221 0,039 0,3676
44 | 96,4727 3,5274 27 54 6 61 25,6549 54,1845 0,21p6 1,0063
45| 96,3419 3,6581 27 54 6 61 25,6898 54,3152 0,2361 1,0471
46 | 99,6727 0,3273 28 55 1 57 24,8313 50,9844 0,009 0,0856
47 | 99,5970 0,4030 28 55 1 57 24,8501 51,0601 0,00L9 0,1056
48 | 99,8301 0,1699 28 55 1 57 24,7921 50,8270 0,0017 0,0442
49 | 97,3428 2,6572 27 54 5 60 25,4256 53,3143 0,1246 0,7411
50| 99,7071 0,2929 28 55 1 57 24,8227 50,9300 0,0015 0,0765
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NP Head Tall Head | Head Tail Comet Head Tail Tail Olive Tall
DNA % |DNA % | Radius | Length | Length | Length | Mean X | Mean X | Moment Moment
1 73,5121 | 26,4879 20 41 47 89 33,6679 77,1450 12,3818 11,5162
2 95,5069 | 4,4931 27 53 8 62 25,9144 55,1502 0,3563 1,3136
3 75,6834 | 24,3166 21 42 43 86 32,7029 74,973y 10,4347 10,2790
4 76,0398 | 23,9602 21 42 42 86 32,5487 74,6178 10,1310 10,0797
5 96,4324 | 3,5676 27 54 6 61 25,6656 54,2247 0,2246 1,0189
6 53,1645 | 46,8355 15 30 83 113 46,553 97,4926 38,7100 23,855
7 95,9938 | 4,0062 27 53 7 61 25,7829 54,6633 0,2882 1,170
8 72,2178 | 27,7822 20 40 49 90 34,2713 78,4398 13,6200 12,2708
9 95,3459 | 4,6541 26 53 8 62 25,9581 55,3112 0,38p2 1,3¢61
10| 95,8796 | 4,1204 27 53 7 62 25,8136 54,7175 0,29p6 1,1934
11| 96,9676 | 3,0324 27 54 5 60 25,5240 53,6895 0,1623 0,8%41
12| 95,5870 | 4,413Q 27 53 8 62 25,8926 55,0701 0,34B7 1,2876
13| 54,5121 | 45,4879 15 30 80 112 45,4028 96,1450 36,5144 23,0816
14| 75,7572 | 24,2428 21 42 43 86 32,6702  74,899D 10,3714 10,2377
15| 76,2696 | 23,7304 21 42 42 85 32,4507  74,387H 9,9376 9,9518
16 | 75,2433 | 24,7567 21 42 44 86 32,8933 75,4138 10,8158 10,52¢7
17| 99,2483 | 0,7517 28 55 58 24,9374 51,4088 0,0150 0,1990
18| 99,9865 | 0,0135 28 56 58 24,7583 50,6706 0,0001 0,00935
19| 72,0078 | 27,9922 20 40 49 90 34,3713 78,6498 13,8276 12,3944
20| 73,6149 | 26,3851 20 41 47 88 33,6209 77,042p 12,2854 11,4568
21| 73,8355 | 26,1645 21 41 46 88 33,5205 76,8216 12,0808 11,3295
22| 97,9970 | 2,003(@ 27 54 4 59 25,2559 52,6601 0,07080 0,5489
23| 76,8273 | 23,172 21 43 41 85 32,2151 73,8298 9,476( 9,643p
24| 99,9963 | 0,0037 28 56 i 58 24,7509 50,6608 0,00004 0,0010
25| 75,8263 | 24,173y 21 42 43 86 32,6404 74,8308 10,3124 10,1990
26| 77,3658 | 22,634 21 43 40 84 31,9909 73,2918 9,0407 9,348D
27| 29,9001 | 70,0999 8 17 124 141 82,7756 120,7570 86,7176 26,6219
28| 959875 | 4,0125 27 53 7 61 25,7846 54,6696 0,2841 1,190
29| 95,9979 | 4,002 27 53 7 61 25,7818 54,6592 0,28265 1,1%57
30| 99,4928 | 0,5072 28 55 2 58 24,8762 51,1643 0,01p1 0,1333
31| 99,8492 | 0,1508 28 55 1 57 24,7874 50,8079 0,00L5 0,0392
32| 78,8669 | 21,1331 22 44 37 82 31,3820  71,790p 7,8813 8,539%
33| 98,8655 1,1345 27 55 2 58 25,0340 51,7916 0,0227 0,30936
34| 97,8597 | 2,1403 27 54 4 59 25,2913 52,7974 0,08p8 0,5887
35| 99,7997 | 0,2003 28 55 1 57 24,7997 50,8374 0,0020 0,0%22
36| 96,8410 | 3,159(¢ 27 54 6 60 25,5574 53,8161 0,17p1 0,8927
37| 76,8825 | 23,1175 21 43 41 85 32,1920  73,774B 9,4304 9,612P
38| 75,4147 | 24,5858 21 42 43 86 32,8185 75,2424 10,666p 10,4300
39| 76,2965 | 23,7035 21 42 42 85 32,4392 74,3606 9,9151 9,9368
40| 78,2996 | 21,7004 22 43 38 83 31,6094  72,357b 8,3101 8,842b
41| 75,3923 | 24,6077 21 42 43 86 32,8283 75,2648 10,6860 10,4426
42| 72,0129 | 27,9871 20 40 49 90 34,3688  78,644p 13,822b 12,3914
43| 76,6365 | 23,3635 21 43 41 85 32,2953 74,0206 9,6327 9,748b
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45 76,0138 23,9862 21 42 42 86 32,5599 74,6438 10,1530 10,0942
46 76,1568 23,8432 21 42 42 85 32,4987 74,5008 10,0328 10,0145
47 77,7671 22,2329 22 43 39 83 31,8258 72,8900 8,723 9,1298
48 95,9234 4,0766 27 53 7 61 25,8018 54,7337 0,2983 1,1794
49 75,2088 24,7912 21 42 44 87 32,9084 75,4483 10,8459 10,5462
50 95,5496 4,4504 27 53 62 25,9028 55,1075 0,3495 1,2997
1 95,4989 4,5011 27 53 8 62 25,9165 55,1582 0,35¥5 1,3162
2 96,9972 3,0028 27 54 5 60 25,5162 53,6599 0,1591 0,8451
3 78,9742 21,0258 22 44 37 82 31,3393 71,682P 7,8015 8,482b
4 77,1420 22,8580 21 43 40 84 32,0837 73,5151 9,2204 9,4704
5 99,9978 0,0022 28 56 1 58 24,7506 50,6593 0,0000 0,0006
6 99,2625 0,7375 28 55 2 58 24,9339 51,3946 0,0148 0,1952
7 98,5714 1,4286 27 55 3 58 25,1087 52,0857 0,0360 0,3854
8 99,8936 0,1064 28 55 1 57 24,7764 50,7635 0,0011 0,0376
9 99,4634 0,5366 28 55 1 57 24,8835 51,1937 0,00b51 0,1412
10 76,2537 23,7468 21 42 42 85 32,4574 74,4034 9,9509 9,9606
11 77,4812 22,5188 22 43 40 84 31,9432 73,1759 8,9484 9,285[L
12 78,4724 21,5277 22 44 38 83 31,5398 72,1848 8,1783 8,74909
13 99,9292 0,0708 28 56 1 58 24,7675 50,7279 0,0007 0,0184
14 98,6021 1,3979 27 55 2 58 25,1009 52,0850 0,0345 0,3768
15 97,4161 2,5839 27 54 5 60 25,4065 53,2410 0,118 0,7192
16 94,0947 5,9053 26 52 10 64 26,3083 56,5624 0,61p4 1,7869
17 95,7946 4,2054 27 53 7 62 25,8365 54,8625 0,3121 1,2206
18 73,2631 26,7369 20 41 47 89 33,7824 77,3940 12,615p 11,6604
19 96,6112 3,3888 27 54 6 61 25,6182 54,0459 0,20R7 0,9634
20 28,0357 71,9648 8 16 127 144 88,2803 122,6214 91,3917 24,7183
21 72,0940 27,9060 20 40 49 90 34,3302 78,5631 13,7426 12,3486
22 73,4082 26,5918 20 41 47 89 33,7156 77,248P 12,478)7 11,5763
23 79,1506 20,8494 22 44 37 82 31,2695 71,5065 7,6711 8,389p
24 99,9979 0,0021 28 56 1 58 24,7505 50,6592 0,00002 0,0005
25 75,6208 24,3792 21 42 43 86 32,7291 75,0368 10,4884 10,3142
26 76,2941 23,7059 21 42 42 85 32,4402 74,3630 9,9171 9,938p
27 99,6411 0,35890 28 55 1 57 24,8391 51,0160 0,0023 0,093Pp
28 98,3484 1,65156 27 55 3 59 25,1656 52,308} 0,0481 0,448
29 98,0508 1,94925 27 54 3 59 25,2420 52,6064 0,0671 0,533¢
30 75,9395 24,0606 21 42 42 86 32,5918 74,7177 10,2161 10,13%7
31 76,7336 23,2664 21 43 41 85 32,2544 73,923b 9,5528§ 9,694P
32 77,7484 22,2516 22 43 39 83 31,8335 72,9087 8,7371 9,1399
33 79,4295 20,5705 22 44 36 81 31,1597 71,2276 7,4673 8,242p
34 78,6916 21,3085 22 44 38 82 31,4519 71,9656 8,0126 8,6328
35 77,4730 22,5270 22 43 40 84 31,9466 73,1841 8,9553 9,2896
36 79,0932 20,9068 22 44 37 82 31,2922 71,563P 7,7134 8,419b
37 78,4997 21,5008 22 44 38 83 31,5288 72,1574 8,1576 8,73583
38 77,5965 22,4035 22 43 40 84 31,8958 73,0606 8,8574 9,2224
39 76,6980 23,3020 21 43 41 85 32,2694 73,9591 9,5821 9,714b
40 95,1284 4,8714 26 53 9 62 26,0175 55,5287 0,4188 1,4377
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42| 99,9631 0,0369 28 56 1 58 24,7591 50,6940 0,00p4 0,0096
43| 97,0759 2,9241 27 54 5 60 25,4955 53,5812 0,1509 0,8212
44| 53,2328 | 46,7672 15 30 83 113 46,4939 97,4243 38,5971 23,8187
45| 76,9019 | 23,0981 21 43 41 84 32,1839 73,7552 9,4151 9,602
46 | 95,3045 4,6955 26 53 8 62 25,9694 55,3526 0,3891 1,37197
47 | 99,5992 0,4008 28 55 1 57 24,8496 51,0879 0,00L8 0,1050
48 | 78,5994 | 21,4006 22 44 38 82 31,4888  72,057) 8,0821 8,682
49 | 99,0165 0,9835 28 55 58 24,9958 51,6406 0,011 0,221
50| 99,8035 0,1965 28 55 57 24,7987 50,8536 0,0020 0,0%12
1 99,6926 0,3074 28 55 1 57 24,8263 50,9645 0,007 0,0803
2 81,7200 | 18,2800 23 45 32 79 30,2863 68,9371 5,8964 7,065¢

3 96,9559 3,0441 27 54 5 60 25,5271 53,7012 0,1685 0,8377
4 54,4520 | 45,5480 15 30 80 112 45,4529 96,2051 36,6109 23,1166
5 55,4226 | 44,5774 15 31 79 110 44,6569  95,234b 35,0673 22,5462
6 99,3328 0,6672 28 55 2 58 24,9162 51,3243 0,0183 0,1162
7 98,5788 1,4212 27 55 3 58 25,1068 52,0783 0,03b6 0,3833
8 98,2164 1,7836 27 55 3 59 25,1995 52,4407 0,0561 0,4859
9 99,9992 0,0008 28 56 1 58 24,7502 50,6579 0,00001 0,0002
10| 97,3841 2,6159 27 54 5 60 25,4148 53,2130 0,12p8 0,7287
11| 53,3734 | 46,6266 15 30 82 113 46,3714 97,2837 38,3654 23,7387
12| 75,8465 | 24,153 21 42 43 86 32,6317 74,8106 10,295 10,1877
13| 98,7108 1,2892 27 55 2 58 25,0733 51,9463 0,0293 0,3465
14| 77,4488 | 22,551 22 43 40 84 31,9564 73,2083 8,9745 9,3028
15| 76,2421 | 23,7579 21 42 42 85 32,4624 74,4150 9,96071 9,96711
16| 75,0010 | 24,9990 21 42 44 87 32,999 75,6560 11,028p 10,6687
17| 79,2746 | 20,7254 22 44 37 82 31,2206  71,382p 7,580 8,3237
18| 78,6112 | 21,3888 22 44 38 82 31,4841 72,0459 8,0732 8,675|7
19| 95,1844 4,8156 26 53 8 62 26,0022 55,4127 0,40p2 1,4192
20| 83,8612 | 16,1388 23 47 28 76 29,5130 66,795P 4,5964 6,017p
21| 82,4696 | 17,5304 23 46 31 78 30,0111  68,187pH 5,423 6,6926
22| 98,8146 1,1854 27 55 58 25,0469 51,8425 0,0248 0,3176
23| 99,8076 0,1924 28 55 57 24,7977 50,8495 0,0019 0,0%01
24| 99,5515 0,4485 28 55 57 24,8615 51,1056 0,0085 0,1177
25| 77,3645 | 22,6355 21 43 40 84 31,9914 73,2926 9,0418 9,348J7
26| 99,4126 0,5874 28 55 1 57 24,8962 51,2445 0,0061 0,1%48
27| 825055 | 17,4946 23 46 31 78 29,9980 68,151y 5,401( 6,6748
28| 99,6849 0,315] 28 55 1 57 24,8282 50,9122 0,008 0,0824
29| 73,3657 | 26,6343 20 41 47 89 33,7351 77,2914 12,518p 11,6009
30| 71,1184 | 28,8816 20 40 51 91 34,8011  79,538) 14,720p 12,9209
31| 96,6832 3,3168 27 54 6 61 25,5991 53,9139 0,1941 0,9411
32| 81,2997 | 18,7008 23 45 33 79 30,4429 69,3574 6,1712 7,277
33| 97,5406 2,4594 27 54 4 60 25,3740 53,1165 0,1067 0,6823
34| 69,6245 | 30,3755 19 39 54 93 35,5478 81,0326 16,2824 13,8162
35| 99,8203 0,1797 28 55 1 57 24,7946 50,8368 0,008 0,0468
36| 81,7325 | 18,2675 23 45 32 79 30,2817 68,9246 5,8888 7,0591
37| 95,6468 4,3532 27 53 8 62 25,8765 55,0103 0,3344 1,283

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM
39| 75,2568 | 24,7432 21 42 44 86 32,8874 75,4003 10,804pD 10,5191
40| 78,8411 | 21,1589 22 44 37 82 31,3923  71,816p 7,9006 8,553p
41| 79,2993 | 20,700y 22 44 37 82 31,2109 71,3578 7,5621] 8,310J7
42| 81,4120 | 18,5880 23 45 33 79 30,4009 69,2451 6,0973 7,220¢4
43| 80,2393 | 19,760f 22 45 35 80 30,8452 70,4178 6,890¢ 7,8198
44| 71,5953 | 28,4047 20 40 50 91 34,5693 79,0618 14,2381 12,6380
45| 99,0195 0,9805 28 55 2 58 24,9951 51,6376 0,010 0,212
46 | 76,7652 | 23,2348 21 43 41 85 32,2412 73,891 9,5264 9,677p
47| 80,0557 | 19,9448 22 44 35 81 30,9160 70,6014 7,0196 7,9150
48 | 81,4356 | 18,5644 23 45 33 79 30,3921  69,221H 6,081 7,2084
49| 85,4279 | 14,5721 24 47 26 74 28,9718 65,2292 3,7473 5,283b6
50| 99,9961 0,0039 28 56 1 58 24,7510 50,6410 0,0000 0,0010
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brevistlosel Ensayo Cometa.

NP Head Tail Head Head Tall Comet Head Tall Tall Olive Tail
DNA % | DNA % | Radius | Length | Length | Length | Mean X | Mean X | Moment Moment
1 75,1271 | 24,8729 21 42 44 87 32,9442 75,5300 10,917p 10,5923
2 75,9808 | 24,0192 21 42 42 86 32,5740 74,6763 10,181p 10,1126
3 74,7954 | 25,2046 21 42 39 82 33,0903  75,861F 9,829¢ 10,7804
4 74,1471 | 25,8529 21 41 42 84 33,379 76,5100 10,858p 11,1505
5 73,1745 | 26,8255 20 41 47 89 33,8233  77,482p 12,6990 11,7118
6 74,0756 | 25,9244 21 41 46 88 33,4118 76,581H 11,860[L 11,1915
7 75,5613 | 24,4387 21 42 38 81 32,7549 75,0958 9,28671 10,3476
8 76,0019 | 23,9981 21 42 39 82 32,5650 74,655 9,3593 10,1009
9 74,1077 | 25,8928 21 41 46 88 33,3973 76,5494 11,8308 11,1731
10| 75,8946 | 24,1054 21 42 43 86 32,6110  74,762b 10,254p 10,1608
11| 75,7542 | 24,2458 21 42 43 86 32,6715 74,9029 10,374p 10,2394
12| 73,0136 | 26,9864 20 41 48 89 33,8978  77,643p 12,8517 11,8054
13| 75,2809 | 24,7191 21 42 44 86 32,8769 75,376 10,783p 10,50%5
14| 76,4633 | 23,5367 21 42 42 85 32,3685 74,1938 9,7761 9,844
15| 75,8085 | 24,1915 21 42 43 86 32,6481  74,848p 10,3276 10,2089
16 | 95,4019 4,5981 27 53 8 62 25,9429 55,2552 0,3781 1,3478
17| 95,1795 4,8205 26 53 9 62 26,0035 55,4176 0,4101 1,4208
18| 54,3966 | 45,6034 15 30 80 112 45,4992 96,2605 36,7001 23,1489
19| 53,6558 | 46,3442 15 30 82 113 46,1274 97,0018 37,9021 23,5771
20| 29,1405 | 70,8595 8 16 125 142 84,9333 121,5166 88,6071 25,92p7
21| 73,0519 | 26,9481 20 41 48 89 33,8800 77,605 12,8158 11,7831
22| 75,3421 | 24,6579 21 42 41 84 32,8502 75,3150 10,1097 10,4709
23| 74,6926 | 253074 21 41 40 82 33,1358  75,964H 10,123p 10,8388
24| 75,5671 | 24,4329 21 42 43 86 32,7523  75,090D 10,534j7 10,3443
25| 74,8232 | 25,1768 21 42 44 87 33,0780 75,8339 11,186p 10,7646
26| 53,9571 | 46,0429 15 30 71 102 45,8698 96,7000 32,6905 23,4087
27| 96,9997 3,0003 27 54 5 60 25,5155 53,6874 0,1589 0,8443
28| 72,2669 | 27,7331 20 40 49 90 34,2480  78,390R 13,5728 12,2420
29| 71,0377 | 28,9623 20 39 51 92 34,8407 79,6194 14,8026 12,9690
30| 76,2689 | 23,7311 21 42 42 85 32,4510 74,3882 9,938 9,952p
31| 95,3115 4,6885 26 53 8 62 25,9675 55,3456 0,389 1,374
32| 95,9952 4,0048 27 53 7 61 25,7825 54,6619 0,2830 1,166
33| 74,7751 | 25,2249 21 42 45 87 33,0993 75,8820 11,2287 10,7919
34| 73,0659 | 26,9341 20 41 48 89 33,8735  77,591p 12,802p 11,77%0
35| 95,0284 4,9714 26 53 9 63 26,0448 55,6287 0,4362 1,4708
36| 74,3281 | 25,6719 21 41 45 88 33,2983 76,3290 11,630p 11,0468
37| 95,7483 4,2517 27 53 8 62 25,8490 54,9088 0,310 1,2355
38| 76,3945 | 23,6055 21 42 42 85 32,3976 74,2626 9,833 9,88214
39| 75,0178 | 24,9822 21 42 44 87 32,9922 75,6398 11,013 10,6542
40| 95,2845 4,7155 26 53 8 62 25,9748 55,3726 0,39p4 1,3863
41| 96,0188 3,9812 27 53 7 61 25,7762 54,6383 0,27p7 1,1491
42| 29,5601 | 70,4399 8 16 124 142 83,727 121,09T0  87,56Q7 26,32P9
43| 79,9120 | 20,088p 22 44 35 81 30,971 70,7451 7,1211 7,9897
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45 30,3078 69,6922 8 17 123 141 81,6621 120,3493 85,7118 26,96[19
46 28,9058 71,0942 8 16 125 143 85,6230 121,7513 89,1950 25,68p2
47 30,5623 69,4377 8 17 123 141 80,9821 120,0948 85,0870 27,1589
48 73,2114 26,7886 20 41 47 89 33,8062 77,4457 12,6640 11,6904
49 52,9839 47,0161 15 29 83 113 46,7123 97,6732 39,0091 23,9598
50 95,2384 4,7616 26 53 8 62 25,9874 55,4187 0,4001 1,4014
1 81,9974 18,0026 23 46 32 78 30,1839 68,659 5,7193 6,9266
2 80,5365 19,4635 22 45 34 80 30,7314 70,1206 6,6852 7,666p
3 72,8124 27,1876 20 40 48 89 33,9915 77,844\ 13,0441 11,9226
4 79,6294 20,3706 22 44 36 81 31,0815 71,0277 7,3228 8,137B
5 80,1866 19,8134 22 45 30 76 30,8655 70,470b6 5,944( 7,8471L
6 79,6646 20,3354 22 44 36 81 31,0678 70,992b6 7,2976 8,118P
7 75,6489 24,3511 21 42 43 86 32,7169 75,0082 10,4643 10,2984
8 73,8146 26,1854 21 41 46 88 33,5300 76,8425 12,100p 11,3416
9 74,2813 25,7187 21 41 45 88 33,3193 76,3758 11,6727 11,0786
10 78,2419 21,7581 22 43 38 83 31,6327 72,415p 8,3544 8,873b
11 79,6194 20,3806 22 44 36 81 31,0854 71,0377 7,330(0 8,142b
12 72,5262 27,4738 20 40 48 90 34,1256 78,130P 13,320p 12,0899
13 76,7908 23,2092 21 43 41 85 32,2304 73,8663 9,5059 9,6634
14 73,3710 26,6290 20 41 47 89 33,7327 77,2861 12,5136 11,5978
15 63,7223 36,2777 18 35 64 100 38,8404 86,9348 23,2248 17,445
16 72,2519 27,7481 20 40 49 90 34,2552 78,4052 13,587b 12,2508
17 28,0321 71,9679 8 16 127 144 88,2916 122,6250 91,4008 24,700
18 74,2915 25,7085 21 41 45 88 33,3147 76,3656 11,663¢% 11,0677
19 73,7689 26,2311 20 41 46 88 33,5507 76,8882 12,1424 11,3679
20 75,6478 24,3522 21 42 43 86 32,7174 75,0098 10,465p 10,2990
21 76,5692 23,4308 21 43 41 85 32,3237 74,0879 9,6887 9,785|7
22 76,8658 23,1342 21 43 41 85 32,1990 73,7918 9,4446 9,62211
23 75,8310 24,1690 21 42 43 86 32,6384 74,8261 10,3084 10,1964
24 74,7354 25,2646 21 42 45 87 33,1168 75,921\ 11,2641 10,8145
25 76,1807 23,8198 21 42 39 82 32,4885 74,4764 9,2895 10,0012
26 75,9718 24,0282 21 42 38 81 32,5779 74,6853 9,1307 10,1177
27 47,9921 52,0079 13 27 92 119 51,5710 102,6650 47,7321 26,57p9
28 75,1000 24,9000 21 42 44 87 32,9560 75,5571 10,9418 10,6076
29 95,4767 45233 27 53 8 62 25,9226 55,1804 0,361 1,3234
30 95,9332 4,0668 27 53 7 61 25,7992 54,7239 0,299 1,1763
31 72,4984 27,5016 20 40 44 85 34,1387 78,158} 12,100} 12,1062
32 97,8928 2,1072 27 54 4 59 25,2828 52,7643 0,0784 0,5791
33 96,6826 3,3174 27 54 6 61 25,5992 53,9145 0,1942 0,9413
34 96,8729 3,1271 27 54 6 60 25,5489 53,7842 0,1726 0,8829
35 97,7078 2,2922 27 54 4 59 25,3306 52,9493 0,09p7 0,6331
36 54,4276 455724 15 30 80 112 45,4733 96,2295 36,6502 23,1308
37 73,0125 26,9875 20 41 48 89 33,8983 77,6446 12,8528 11,8060
38 71,4664 28,5336 20 40 50 91 34,6317 79,190 14,3676 12,7143
39 72,2114 27,7886 20 40 49 90 34,2744 78,445(7 13,627p 12,2746
40 71,5327 28,4678 20 40 50 91 34,5996 79,1244 14,3010 12,6750
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42 51,9218 48,0782 14 29 85 115 47,6678 98,7353 40,7914 24,55p3
43 76,4748 23,525 21 42 39 82 32,3636 74,1828 9,1748§ 9,837P
44 75,9787 24,0218 21 42 40 83 32,5749 74,6784 9,6085 10,1138
45 76,8597 23,1408 21 43 40 84 32,2015 73,7974 9,2561] 9,6254
46 73,5543 26,4457 20 41 37 79 33,6486 77,1028 9,7844 11,4918
47 96,3533 3,6467 27 54 6 61 25,6867 54,3038 0,2347 1,0436
48 96,9579 3,0421 27 54 5 60 25,5265 53,6992 0,1683 0,8%70
49 73,0891 26,9109 20 41 47 89 33,8628 77,5680 12,7799 11,7615
50 75,0147 249858 21 42 44 87 32,9935 75,6424 11,0164 10,6559
1 75,9977 24,0028 21 42 42 86 32,5668 74,6594 10,166J7 10,1082
2 76,4355 23,5645 21 42 42 85 32,3802 74,2216 9,7997 9,85917
3 75,8419 24,1581 21 42 43 86 32,6337 74,815P 10,2991 10,1903
4 75,3629 24,6371 21 42 43 86 32,8411 75,294P 10,711b 10,4592
5 76,2312 23,7689 21 42 42 85 32,4670 74,4260 9,9699 9,9731L
6 74,4935 25,5065 21 41 53 95 33,2244 76,1636 13,5184 10,9523
7 75,9326 24,0674 21 42 42 86 32,5947 74,7245 10,2219 10,1395
8 76,2342 23,7658 21 42 42 85 32,4657 74,4229 9,9673 9,971
9 76,6926 23,3074 21 43 41 85 32,2717 73,9645 9,5864 9,717pb
10 72,6577 27,3428 20 40 48 90 34,0638 77,9994 13,1930 12,0180
11 74,4986 25,5014 21 41 35 77 33,2221 76,1585 8,9255 10,9494
12 78,2036 21,7964 22 43 38 83 31,6482 72,453H 8,3838 8,89411
13 73,6022 26,3978 20 41 47 88 33,6267 77,0549 12,297p 11,4641
14 72,7829 27,2171 20 40 48 89 34,0052 77,874P 13,0724 11,9398
15 71,4630 28,5370 20 40 50 91 34,6333 79,1941 14,3711 12,7163
16 76,1397 23,8608 21 42 36 79 32,5060 74,5174 8,5897 10,0240
17 75,9873 24,0127 21 42 37 80 32,5712 74,6698 8,8841 10,1090
18 95,4072 4,5928 27 53 8 62 25,9414 55,2499 0,37R2 1,3461
19 73,8470 26,1530 21 41 46 88 33,5152 76,8100 12,070p 11,3229
20 74,2530 25,7470 21 41 45 88 33,3320 76,4041 11,6984 11,0898
21 28,8019 71,1981 8 16 126 143 85,9318 121,85%2 89,4559 25,5768
22 95,4984 45016 27 53 8 62 25,9167 55,1587 0,35[6 1,3164
23 71,7825 28,2175 20 40 50 91 34,4792 78,8746 14,0511 12,5273
24 75,3492 24,6508 21 42 44 86 32,8471 75,307P 10,7234 10,4669
25 73,1616 26,8384 20 41 47 89 33,8292 77,495b 12,711p 11,7193
26 74,9424 25,0576 21 42 44 87 33,0254 75,714\ 11,0808 10,6969
27 95,8066 4,1934 27 53 7 62 25,8333 54,8505 0,3103 1,2168
28 72,9624 27,0376 20 41 48 89 33,9218 77,6947 12,9006 11,8352
29 71,1473 28,8527 20 40 51 91 34,7870 79,5098 14,6908 12,9087
30 74,2961 25,7039 21 41 35 77 33,3127 76,3610 8,9964 11,06%1
31 70,3748 29,6252 20 39 52 92 35,1688 80,2828 15,4880 13,3650
32 96,0441 3,9559 27 53 7 61 25,7694 54,6130 0,2762 1,1410
33 54,8197 45,1808 15 30 75 106 45,1480 95,8374 33,8852 22,9016
34 95,7891 4,2109 27 53 7 62 25,8380 54,8680 0,31P9 1,2224
35 53,7817 46,2188 15 30 82 112 46,0194 96,8754 37,6964 23,5048
36 96,9231 3,0769 27 54 5 60 25,5357 53,7340 0,16}71 0,8676
37 75,6027 24,3978 21 42 43 86 32,7369 75,0544 10,5040 10,3243
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39 76,3943 23,6057 21 42 42 85 32,3977 74,2628 9,8335 9,882b
40 74,7827 25,2178 21 42 45 87 33,0959 75,8744 11,2220 10,7876
41 76,8880 23,1120 21 43 41 85 32,1897 73,7691 9,4264 9,609
42 75,6486 24,3514 21 42 43 86 32,7171 75,008H 10,4646 10,2986
43 75,0751 24,9249 21 42 39 82 32,9670 75,5820 9,7207 10,6217
44 96,7876 3,2124 27 54 4 59 25,5715 53,8695 0,1285 0,9090
45 76,5031 23,4969 21 43 41 85 32,3516 74,1540 9,743(¢ 9,822
46 95,7172 4,2828 27 53 8 62 25,8574 54,9399 0,32B7 1,2455
47 96,3438 3,6562 27 54 6 61 25,6893 54,3133 0,23569 1,0466
48 74,6629 25,3371 21 41 38 80 33,1490 75,994p 9,6281 10,85%7
49 74,1577 25,8428 21 41 36 78 33,3748 76,4994 9,3037 11,1444
50 95,0377 4,9623 26 53 9 63 26,0423 55,6194 0,4346 1,477
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NP Head Tail Head Head Tall Comet Head Tall Tall Olive Tail
DNA % | DNA % | Radius | Length | Length | Length | Mean X | Mean X Moment Moment

1 98,6826 1,3174 27 55 5 61 25,0804 51,9745 0,0659 0,3b43
2 99,0277 0,9723 28 55 4 60 24,9930 51,6294 0,0389 0,2590
3 99,1209 0,8791 28 55 3 59 24,9695 51,5362 0,0264 0,2B35
4 99,5283 0,4717 28 55 5 61 24,8673 51,1288 0,0236 0,1P39
5 99,0629 0,9371 28 55 5 61 24,9841 51,5942 0,0469 0,21194
6 99,3831 0,6169 28 55 2 58 24,9036 51,2740 0,0123 0,127
7 99,1636 0,8364 28 55 2 58 24,9587 51,4935 0,0147 0,2p19
8 98,2914 1,7086 27 55 4 60 25,1802 52,3657 0,0683 0,4p45
9 98,2229 1,777] 27 55 2 58 25,1978 52,4342 0,03585 0,4840
10| 99,9036 0,0964 28 56 2 59 24,7739 50,7835 0,0019 0,0p50
11| 99,1380 0,8620 28 55 3 59 24,9652 51,5191 0,0259 0,2p89
12| 98,9966 1,0034 27 55 4 60 25,0009 51,6605 0,0401 0,2p75
13| 98,4540 1,546(Q 27 55 4 60 25,1386 52,2031 0,0618 0,4/184
14| 99,7743 0,2257 28 55 1 57 24,8060 50,8828 0,0023 0,0p89
15| 99,3297 0,6703 28 55 2 58 24,9170 51,3274 0,0134 0,1770
16| 87,2756 | 12,7244 24 48 22 72 28,3584  63,381H 2,8572 4,4565
17| 97,1877 2,8123 27 54 6 61 25,4662 53,4694 0,168[74 0,7875
18| 99,6385 0,3615 28 55 2 58 24,8398 51,0186 0,0072 0,0p46
19| 99,2356 0,7644 28 55 3 59 24,9406 51,4215 0,0229 0,2p24
20| 99,3407 0,6594 28 55 4 60 24,9143 51,3165 0,0264 0,141
21| 98,9978 1,0022 27 55 5 61 25,0006 51,6593 0,0501L1 0,2672
22| 73,4013 | 26,5987 20 41 47 89 33,7188 77,2558 12,4852 11,5803
23| 97,6613 2,3387 27 54 4 59 25,3427 52,9958 0,0935 0,6467
24| 89,7632 | 10,2368 25 50 18 69 27,5725 60,8939 1,8493 3,4110
25| 53,8119 | 46,1881 15 30 82 112 45,9936  96,845P 37,6472 23,4974
26| 99,3026 0,6974 28 55 1 57 24,9238 51,3545 0,0086 0,1B43
27| 54,8023 | 45,197f 15 30 80 111 45,1623 95,8548 36,0499 22,9118
28| 97,9177 2,0823 27 54 4 59 25,2763 52,7394 0,0833 0,5[719
29| 98,5357 1,4643 27 55 3 58 25,1178 52,1214 0,0378 0,3p54
30| 99,5330 0,4671 28 55 1 57 24,8661 51,1242 0,0038 0,1p26
31| 99,2162 0,7838 28 55 1 58 24,9455 51,4409 0,0108 0,2p77
32| 98,2237 1,7763 27 55 2 58 25,1976 52,4334 0,03585 0,4B38
33| 94,8078 5,1922 26 53 9 63 26,1054 55,8493 0,4757 1,5444
34| 71,9974 | 28,0026 20 40 49 90 34,3762 78,659 13,8379 12,4005
35| 93,4698 6,5302 26 52 12 64 26,4791 57,1873 0,7525 2,0053
36| 99,5476 0,4524 28 55 1 57 24,8625 51,1095 0,0036 0,187
37| 99,1860 0,8140 28 55 2 58 24,9531 51,4711 0,0163 0,2[159
38| 98,7227 1,2773 27 55 3 59 25,0702 51,9344 0,0383 0,3p31
39| 73,3030 | 26,6970 20 41 47 89 33,7640 77,3541 12,5776 11,6372
40| 99,2467 0,7533 28 55 2 58 24,9379 51,4104 0,0151 0,1p94
41| 98,0894 1,9106 27 54 3 59 25,2321 52,5677 0,0644 0,5p23
42| 98,1782 1,8218 27 55 3 59 25,2093 52,4789 0,0586 0,4p68
43| 98,1302 1,8698 27 55 3 59 25,2216 52,5269 0,0617 0,5[L06
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45 99,7728 0,2272 28 55 1 57 24,8064 50,8843 0,0023 0,0p93
46 98,5044 1,4956 27 55 3 58 25,1258 52,1527 0,0395 0,4p42
47 98,4663 1,5337 27 55 2 58 25,1355 52,1908 0,0307 0,4{150
48 97,9877 2,0123 27 54 4 59 25,2583 52,6694 0,0805 0,5p16
49 99,1495 0,8505 28 55 2 58 24,9623 51,5076 0,0128 0,2p58
50 98,3760 1,6240Q 27 55 3 59 25,1586 52,2811 0,0465 0,4405
1 95,2646 4,7354 26 53 8 62 25,9803 55,3925 0,3957 1,3p28
2 96,5602 3,4398 27 54 6 61 25,6317 54,0969 0,2088 0,9(91
3 97,3354 2,6646 27 54 5 60 25,4275 53,3217 0,1253 0,7433
4 99,8270 0,1730 28 55 1 57 24,7929 50,8301 0,0017 0,0450
5 97,9404 2,0596 27 54 4 59 25,2705 52,7167 0,0749 0,5p53
6 99,4388 0,5612 28 55 1 57 24,8897 51,2183 0,0086 0,178
7 99,8010 0,1990 28 55 1 57 24,7993 50,8561 0,0020 0,0p19
8 98,1866 1,8135 27 55 3 59 25,2071 52,4706 0,0580 0,4p44
9 96,0438 3,9562 27 53 7 61 25,7695 54,6133 0,2762 1,1411
10 95,9495 4,0505 27 53 7 61 25,7948 54,7076 0,289b63 1,1711
11 96,6676 3,3324 27 54 6 61 25,6082 53,9895 0,1960 0,959
12 96,7810 3,2190 27 54 6 60 25,5732 53,8161 0,1829 09111
13 96,4042 3,5958 27 54 6 61 25,6731 54,2829 0,2282 1,0p77
14 95,9992 4,0008 27 53 7 61 25,7815 54,6579 0,28247 1,1653
15 95,7384 4,2614 27 53 8 62 25,8517 54,9187 0,3205 1,2B87
16 99,8749 0,1251 28 55 1 57 24,7810 50,7822 0,0013 0,0B25
17 99,7738 0,2262 28 55 1 57 24,8061 50,8833 0,0023 0,0p90
18 99,0221 0,9779 28 55 2 58 24,9944 51,6350 0,0169 0,2p05
19 97,8430 2,157¢Q 27 54 4 59 25,2956 52,8141 0,0821 0,5p36
20 97,7807 2,2193 27 54 4 59 25,3117 52,8164 0,0869 0,6[117
21 96,7572 3,2428 27 54 6 60 25,5795 53,8999 0,1856 0,91184
22 74,7678 25,232 21 42 45 87 33,1025 75,8898 11,2352 10,7961
23 96,6071 3,3929 27 54 6 61 25,6192 54,0500 0,2031 0,9p46
24 54,2145 45,785 15 30 81 112 45,6520 96,4426 36,9937 23,2547
25 99,3717 0,6283 28 55 1 57 24,9065 51,2854 0,0063 0,1p57
26 99,5282 0,4718 28 55 1 57 24,8673 51,1289 0,0039 0,1p39
27 29,7626 70,237 8 17 1 19 83,1580 120,8945 0,7024 26,50p1
28 99,8411 0,1589 28 55 1 57 24,7894 50,8160 0,0016 0,0p14
29 99,2559 0,7441 28 55 1 57 24,9356 51,4012 0,0098 0,1P69
30 96,1867 3,8133 27 53 7 61 25,7312 54,4704 0,2566 1,0P59
31 99,7891 0,2109 28 55 1 57 24,8023 50,8680 0,0021 0,0p50
32 93,5989 6,4011 26 52 11 64 26,4426 57,0582 0,7231 1,9697
33 99,4838 0,5163 28 55 1 57 24,8784 51,1734 0,0047 0,1B57
34 92,5875 7,4125 26 51 13 66 26,7315 58,0696 0,9696 2,329
35 95,4576 4,5424 27 53 8 62 25,9277 55,1995 0,3641 1,3p96
36 94,8631 5,1369 26 53 9 63 26,0902 55,7940 0,4687 1,5p59
37 95,0388 4,9612 26 53 9 63 26,0420 55,6183 0,4344 1,4p73
38 97,0970 2,903( 27 54 5 60 25,4900 53,5601 0,1487 0,8[149
39 96,8020 3,1980 27 54 6 60 25,5677 53,8351 0,1805 0,9p46
40 96,6849 3,315] 27 54 6 61 25,5986 53,9722 0,1939 0,906
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42 95,2973 4,7027 26 53 8 62 25,9714 55,3598 0,3903 1,321
43 95,9124 4,0876 27 53 7 61 25,8048 54,7447 0,2949 1,1B29
44 99,9100 0,0900 28 56 1 58 24,7723 50,7471 0,0009 0,0p34
45 98,9979 1,0021 27 55 2 58 25,0005 51,6592 0,01772 0,2671
46 97,2451 2,7549 27 54 5 60 25,4512 53,4120 0,1339 0,703
47 99,3014 0,6986 28 55 1 57 24,9241 51,3557 0,0086 0,1B46
48 99,0043 0,9957 28 55 2 58 24,9989 51,6528 0,0175 0,2p54
49 99,7723 0,2277 28 55 1 57 24,8065 50,8848 0,0023 0,0p94
50 99,8504 0,1496 28 55 1 57 24,7871 50,8067 0,0015 0,0B89
1 98,5765 1,4236 27 55 3 58 25,1074 52,0807 0,0358 0,3840
2 97,4277 2,5723 27 54 5 60 25,4034 53,2294 0,1148 0,7[L58
3 97,0639 2,9361 27 54 5 60 25,4987 53,5932 0,1521 0,8p49
4 96,2888 3,7112 27 53 7 61 25,7039 54,3683 0,2431 1,0p38
5 96,6058 3,3942 27 54 6 61 25,6196 54,0513 0,2033 0,9p50
6 96,9375 3,0625 27 54 5 60 25,5319 53,7196 0,16585 0,8p33
7 96,7193 3,2807 27 54 6 61 25,5895 53,9378 0,1899 0,9B00
8 96,9430 3,0570 27 54 5 60 25,5305 53,7141 0,1649 0,8p16
9 95,7271 4,2729 27 53 8 62 25,8548 54,9300 0,3222 1,2424
10 95,2330 4,7670Q 26 53 8 62 25,9889 55,4241 0,4010 1,4P32
11 98,7401 1,2599 27 55 2 58 25,0658 51,9170 0,0280 0,3B83
12 98,8928 1,1072 27 55 2 58 25,0271 51,7643 0,0216 0,2p60
13 99,0099 0,9902 28 55 2 58 24,9975 51,6473 0,0173 0,2p39
14 99,3996 0,6004 28 55 1 57 24,8995 51,2575 0,0064 0,1p82
15 98,2720 1,7280 27 55 3 59 25,1852 52,3851 0,0527 0,4[700
16 98,7083 1,2917 27 55 2 58 25,0739 51,9488 0,0294 0,371
17 97,9995 2,0005 27 54 4 59 25,2552 52,6576 0,0706 0,5482
18 96,4180 3,582( 27 54 6 61 25,6695 54,2391 0,2264 1,0p34
19 96,8785 3,1215 27 54 6 60 25,5475 53,7186 0,1720 0,8B12
20 94,0178 5,9822 26 52 11 64 26,3248 56,6393 0,6315 1,8135
21 95,8768 4,1232 27 53 7 62 25,8144 54,7803 0,3000 1,1p43
22 99,6189 0,3811 28 55 1 57 24,8447 51,0382 0,0026 0,0p98
23 99,7869 0,2131 28 55 1 57 24,8029 50,8702 0,0021 0,0p55
24 98,2838 1,7162 27 55 3 59 25,1822 52,3733 0,0520 0,4p67
25 98,0129 1,9871 27 54 4 59 25,2518 52,6442 0,0697 0,5443
26 98,1289 1,8711 27 55 3 59 25,2219 52,5282 0,0618 0,5[L09
27 99,2188 0,7812 28 55 1 58 24,9449 51,4383 0,0108 0,2p70
28 99,0877 0,9123 28 55 2 58 24,9779 51,5694 0,0147 0,2426
29 99,8119 0,1881 28 55 1 57 24,7966 50,8452 0,0019 0,0490
30 98,6859 1,3141 27 55 2 58 25,0796 51,9712 0,0305 0,3p34
31 94,4358 5,5642 26 52 10 63 26,2083 56,2213 0,5464 1,6[700
32 93,0197 6,9803 26 52 12 65 26,6073 57,6374 0,8598 2,1660
33 99,2736 0,7264 28 55 1 57 24,9311 51,3835 0,0093 0,1p22
34 73,3765 26,6235 20 41 47 89 33,7301 77,2806 12,5084 11,5947
35 99,9754 0,0246 28 56 1 58 24,7561 50,6817 0,0002 0,0p64
36 95,4756 4,5244 27 53 8 62 25,9229 55,1815 0,3612 1,3p38
37 95,8769 4,1231 27 53 1 55 25,8144 54,7802 0,0412 1,1p43
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39 96,1601 3,8399 27 53 7 61 25,7383 54,4970 0,2602 1,1p43
40 99,2179 0,7821 28 55 1 58 24,9451 51,4392 0,0108 0,2p72
41 98,9237 1,0763 27 55 2 58 25,0193 51,7334 0,0204 0,2B75
42 74,8210 25,1790 21 42 44 87 33,0789 75,8361 11,1879 10,7658
43 54,2239 45,7761 15 30 81 112 45,6441 96,433P 36,9786 23,2493
44 95,0877 49123 26 53 9 62 26,0286 55,5694 0,4258 1,4p11
45 99,7293 0,2707 28 55 1 57 24,8172 50,9278 0,0027 0,0[707
46 99,2314 0,7686 28 55 1 57 24,9417 51,4257 0,0104 0,2Pp36
47 99,1089 0,8911 28 55 2 58 24,9725 51,5482 0,0140 0,2B68
48 98,3820 1,6180 27 55 3 59 25,1570 52,2151 0,0462 0,4388
49 98,2882 1,7118 27 55 3 59 25,1810 52,3689 0,0517 0,4p54
50 98,3327 1,6673 27 55 3 59 25,1697 52,3244 0,0491 0,4p27
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NP Head Tail Head Head Tall Comet Head Tall Tall Olive Tail
DNA % | DNA % | Radius | Length | Length | Length | Mean X | Mean X | Moment Moment
1 73,8660 | 26,1340 21 41 46 88 33,5066 76,7911 12,0527 11,3120
2 73,4673 | 26,532y 20 41 47 89 33,6885 77,1898 12,4233 11,5421
3 72,6836 | 27,3164 20 40 48 90 34,0517  77,973p 13,168p 11,9979
4 72,6121 | 27,3879 20 40 48 90 34,0852 78,0450 13,237 12,0396
5 73,2864 | 26,7136 20 41 47 89 33,771 77,3707 12,593p 11,6469
6 72,6509 | 27,3491 20 40 48 90 34,0670 78,0062 13,1996 12,01Y0
7 71,0129 | 28,9871 20 39 51 92 34,8528  79,644p 14,828 12,9887
8 73,0108 | 26,9892 20 41 48 89 33,8991 77,6463 12,8544 11,8010
9 72,8658 | 27,1342 20 40 48 89 33,9666 77,7918 12,9929 11,8915
10| 75,5057 | 24,4943 21 42 43 86 32,7790 75,1514 10,587[ 10,3788
11| 73,5351 | 26,4649 20 41 47 89 33,6574 77,122 12,3598 11,5029
12| 75,6089 | 24,3911 21 42 43 86 32,7342 75,048 10,4987 10,3208
13| 75,5663 | 24,4337 21 42 43 86 32,7527 75,0908 10,5354 10,3448
14| 75,0735 | 24,9265 21 42 44 87 32,9677 75,5836 10,9647 10,6227
15| 75,5807 | 24,4193 21 42 43 86 32,7465 75,0764 10,523p 10,3367
16| 76,6132 | 23,3868 21 43 41 85 32,3051 74,0439 9,6514 9,76144
17| 95,4278 4,5722 27 53 8 62 25,9358 55,2293 0,3689 1,3394
18| 73,9770 | 26,0230 21 41 46 88 33,4563 76,6801 11,950p 11,2481
19| 72,3875 | 27,6125 20 40 49 90 34,1910 78,2696 13,4550 12,1712
20| 73,8846 | 26,1154 21 41 46 88 33,4982  76,772p 12,035p 11,3013
21| 75,6993 | 24,300f 21 42 43 86 32,6952 74,9578 10,421p 10,2701
22| 74,9172 | 25,0828 21 42 44 87 33,0365 75,7399 11,102p 10,7112
23| 95,0143 4,9857 26 53 9 63 26,0487 55,6428 0,4387 1,4755
24| 74,4740 | 25,5260 21 41 45 87 33,2331 76,1831 11,4984 10,9634
25| 75,5935 | 24,4065 21 42 43 86 32,7409 75,0636 10,512p 10,3295
26| 75,5538 | 24,4462 21 42 43 86 32,7581 75,1038 10,546p 10,3518
27| 29,2124 | 70,7876 8 16 125 142 84,7243 121,4447 88,4274 25,9985
28| 97,9961 2,0039 27 54 4 59 25,2561 52,6610 0,0709 0,5492
29| 54,5844 | 45,4156 15 30 80 111 45,3426 96,0727 36,3984 23,0394
30| 96,0452 3,9548 27 53 7 61 25,7691 54,6119 0,2760 1,1407
31| 75,9503 | 24,0497 21 42 42 86 32,5871 74,7068 10,206B 10,1297
32| 73,7578 | 26,2422 20 41 46 88 33,5558 76,8993 12,1527 11,3743
33| 73,7659 | 26,2341 20 41 46 88 33,5521 76,891 12,145p 11,3696
34| 54,1701 | 45,8299 15 30 81 112 45,6894 96,4870 37,0655 23,2805
35| 75,1147 | 24,8853 21 42 44 87 32,9496 75,5424 10,9284 10,5993
36| 74,7282 | 252718 21 42 55 98 33,1200 75,9289 13,899b 10,8186
37| 73,2030 | 26,7970 20 41 47 89 33,8101 77,4541 12,6720 11,69%3
38| 54,9969 | 45,0031 15 31 84 116 45,0025 95,6602 37,8026 22,7975
39| 53,0788 | 46,9212 15 29 88 118 46,6288 97,5788 41,2907 23,9061
40| 75,6481 | 24,3519 21 42 43 86 32,7173 75,0090 10,465p 10,2988
41| 95,7230 4,2770 27 53 8 62 25,8559 54,9341 0,328 1,2437
42| 75,4499 | 24,5501 21 42 43 86 32,8032 75,2072 10,636p 10,4102
43| 74,8402 | 25,1598 21 42 44 87 33,0705 75,8169 11,1709 10,7549
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45 97,4497 2,5503 27 54 5 60 25,3977 53,2074 0,1148 0,7092
46 69,4933 30,506 19 39 54 93 35,6149 81,1638 16,4234 13,8955
47 75,0864 24,9136 21 42 44 87 32,9620 75,5707 10,9533 10,61%4
48 28,3375 71,6625 8 16 126 143 87,3401 122,3196 90,6267 25,062
49 97,9999 2,0001 27 54 4 59 25,2551 52,6872 0,07P6 0,5481
50 98,3454 1,6548 27 55 3 59 25,1664 52,3117 0,0483 0,4491
1 75,3820 24,6180 21 42 43 86 32,8328 75,2751 10,6949 10,44135
2 73,2648 26,7352 20 41 47 89 33,7816 77,3928 12,6136 11,65‘)4
3 75,7058 24,2942 21 42 43 86 32,6924 74,9518 10,415b 10,2665
4 75,1223 24,8777 21 42 44 87 32,9463 75,5348 10,9218 10,5950
5 76,0483 23,9517 21 42 42 86 32,5451 74,6088 10,1238 10,0750
6 74,7400 25,2600 21 42 45 87 33,1148 75,9171 11,2600 10,8119
7 75,9403 24,0597 21 42 42 86 32,5914 74,7168 10,2158 10,1352
8 76,3015 23,6985 21 42 42 85 32,4371 74,3556 9,9109 9,93411
9 74,4989 25,5011 21 41 47 89 33,2220 76,158P 11,985b 10,9492
10 75,7548 24,2452 21 42 46 89 32,6712 74,9028 11,1528 10,2390
11 76,0103 23,9897 21 42 42 86 32,5614 74,6468 10,1560 10,0962
12 76,4760 23,5240 21 42 52 95 32,3631 74,1811 12,2326 9,8373
13 71,1849 28,8151 20 40 56 97 34,7686 79,472p 16,136H 12,8814
14 75,5346 24,4654 21 42 43 86 32,7665 75,122b 10,5628 10,3626
15 74,6308 25,3692 21 41 45 87 33,1633 76,0268 11,3576 10,8740
16 76,7862 23,2138 21 43 41 85 32,2323 73,8700 9,5096 9,665P
17 72,9424 27,0576 20 41 48 89 33,9309 77,7147 12,9197 11,8469
18 73,9741 26,0259 21 41 46 88 33,4577 76,6830 11,953p 11,2498
19 29,6129 70,3871 8 16 124 142 83,5784 121,0442 87,4296 26,371
20 73,1078 26,8922 20 41 47 89 33,8541 77,5498 12,762p 11,7506
21 73,9988 26,0012 21 41 46 88 33,4465 76,6588 11,930b 11,2356
22 72,1322 27,8678 20 40 49 90 34,3120 78,524P 13,7050 12,3212
23 74,7919 25,2081 21 42 44 87 33,0918 75,8652 11,2138 10,7824
24 75,8058 24,1942 21 42 43 86 32,6492 74,8518 10,3299 10,2105
25 73,4243 26,5757 20 41 47 89 33,7082 77,2328 12,463b 11,5670
26 72,6072 27,3928 20 40 48 90 34,0875 78,0499 13,241y 12,0425
27 75,1001 24,8999 21 42 44 87 32,9560 75,5570 10,9418 10,6076
28 74,7274 25,2726 21 42 45 87 33,1204 75,9297 11,2718 10,8190
29 73,6531 26,3469 20 41 46 88 33,6035 77,0040 12,2499 11,4347
30 73,8884 26,1116 21 41 46 88 33,4965 76,7687 12,0320 11,2991
31 74,3683 25,6317 21 41 45 88 33,2803 76,2888 11,5938 11,0288
32 75,8714 24,1286 21 42 43 86 32,6210 74,785 10,2739 10,1787
33 73,9469 26,0531 21 41 54 96 33,4700 76,7102 14,068]7 11,26%4
34 72,3004 27,6996 20 40 55 96 34,2322 78,356 15,2348 12,2293
35 75,2363 24,7637 21 42 49 92 32,8964 75,4208 12,134p 10,5306
36 75,9529 24,0471 21 42 42 86 32,5860 74,704p 10,2046 10,12132
37 74,7100 25,2900 21 42 45 87 33,1281 75,9471 11,2868 10,822{39
38 54,6482 45,3518 15 30 80 111 45,2897 96,0089 36,2962 23,00P1
39 75,7086 24,2914 21 42 43 86 32,6911 74,948H 10,4130 10,2649
40 53,0571 46,9429 15 29 83 113 46,6479 97,6000 38,8877 23,9184
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42 75,3529 24,6471 21 42 43 86 32,8455 75,304 10,720p 10,4649
43 76,0211 23,9789 21 42 42 86 32,5568 74,6360 10,146P 10,0902
44 75,9314 24,0686 21 42 42 86 32,5952 74,725 10,222P 10,1402
45 73,1586 26,8414 20 41 47 89 33,8306 77,4985 12,7140 11,7211
46 75,9567 24,0433 21 42 42 86 32,5844 74,7004 10,2014 10,1261
47 75,1631 24,8369 21 42 44 87 32,9284 75,4940 10,885p 10,5720
48 76,9384 23,0616 21 43 41 84 32,1686 73,718) 9,3854 9,58211
49 74,3751 25,6249 21 41 45 88 33,2773 76,2820 11,587)7 11,0199
50 97,8243 2,1757 27 54 4 59 25,3005 52,8328 0,0885 0,5990
1 75,8079 24,1921 21 42 43 86 32,6483 74,849 10,328[1 10,2093
2 74,6669 25,3331 21 41 45 87 33,1472 75,990 11,3253 10,8585
3 73,5167 26,4838 20 41 53 95 33,6658 77,1404 14,036[L 11,5185
4 76,8393 23,1607 21 43 41 85 32,2101 73,8178 9,4662 9,6366
5 73,8535 26,1465 21 41 46 88 33,5123 76,8036 12,064p 11,3192
6 75,8888 24,1112 21 42 43 86 32,6135 74,7683 10,2591 10,1640
7 73,9652 26,0348 21 41 46 88 33,4617 76,6919 11,9614 11,2549
8 73,1190 26,8810 20 41 47 89 33,8489 77,538[L 12,751p 11,7441
9 74,6068 25,3932 21 41 45 87 33,1739 76,0508 11,3791 10,8877
10 76,2811 23,7190 21 42 42 85 32,4458 74,3761 9,928( 9,9454
11 72,4311 27,5689 20 40 49 90 34,1704 78,2260 13,412p 12,1456
12 54,3502 45,6498 15 30 81 112 45,5380 96,306P 36,7748 23,1759
13 73,2062 26,7938 20 41 47 89 33,8086 77,4508 12,6690 11,6934
14 76,3477 23,6528 21 42 42 85 32,4175 74,3094 9,8724 9,9084
15 53,2485 46,7515 15 30 83 113 46,4802 97,4086 38,571 23,8098
16 76,3128 23,6872 21 42 42 85 32,4323 74,3443 9,9015 9,9278
17 73,0765 26,9235 20 41 52 94 33,8686 77,5806 14,000 11,7688
18 75,7217 24,2783 21 42 43 86 32,6855 74,9354 10,4018 10,2576
19 76,8603 23,1397 21 43 41 85 32,2013 73,7968 9,449( 9,62501
20 75,7035 24,2965 21 42 43 86 32,6933 74,9536 10,4174 10,2678
21 75,1761 24,8239 21 42 44 87 32,9227 75,4810 10,874p 10,5646
22 74,0178 25,9822 21 41 51 93 33,4379 76,6393 13,250 11,2247
23 74,7625 25,2375 21 42 45 87 33,1048 75,8946 11,2390 10,7991
24 75,6950 24,3050 21 42 43 86 32,6970 74,9621 10,424(7 10,2725
25 76,7227 23,2773 21 43 41 85 32,2590 73,9344 9,5617 9,7009
26 75,4970 24,5030 21 42 43 86 32,7828 75,1601 10,5958 10,3887
27 76,8856 23,1144 21 43 41 85 32,1907 73,7716 9,4284 9,611P
28 73,7247 26,2753 20 41 49 91 33,5708 76,9324 12,874P 11,3984
29 74,7601 25,2399 21 42 48 91 33,1059 75,8970 12,115p 10,8004
30 74,0967 25,9033 21 41 46 88 33,4023 76,5604 11,8408 11,1794
31 99,9980 0,0020 28 56 1 58 24,7505 50,6591 0,00p0 0,0005
32 99,2075 0,7925 28 55 3 59 24,9477 51,4496 0,0238 0,2100
33 97,0177 2,9823 27 54 5 60 25,5108 53,6394 0,15(70 0,8389
34 29,0191 70,9809 8 16 125 142 85,2887 121,6380 88,9110 25,8011
35 54,7689 45,2311 15 30 80 111 45,1899 95,888p 36,1033 22,9314
36 74,7579 25,2421 21 42 45 87 33,1069 75,899 11,2441 10,8017
37 76,0107 23,9893 21 42 42 86 32,5612 74,6464 10,155p 10,0959
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13,7 , b ,5682 , 6 13,1348 11,

39 74,3485 25,6515 21 41 45 88 33,2892 76,3086 11,6118 11,0351
40 73,5752 26,4248 20 41 53 95 33,6391 77,081P 14,0051 11,4797
41 72,5398 27,4602 20 40 54 95 34,1192 78,1178 14,828b 12,0820
42 76,3541 23,6459 21 42 45 88 32,4148 74,3030 10,6407 9,9049
43 75,7686 24,2314 21 42 43 86 32,6652 74,888b 10,361)7 10,2313
44 73,0178 26,9822 20 41 50 92 33,8958 77,6398 13,4911 11,8029
45 74,0769 25,9231 21 41 46 88 33,4112 76,5802 11,8589 11,1907
46 75,7690 24,2310 21 42 43 86 32,6651 74,8881 10,3613 10,2311
47 76,2668 23,7332 21 42 42 85 32,4519 74,3908 9,940( 9,9533
48 75,1761 24,8239 21 42 44 87 32,9227 75,4810 10,8746 10,5646
49 78,3481 21,6519 22 44 38 83 31,5898 72,3090 8,273( 8,816H
50 74,0718 25,9282 21 41 46 88 33,4135 76,5858 11,8636 11,1987
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ANEXO N° 7

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA)

“ANO DE LA INVERSION PARA EL DESARROLLO RURAL Y SEGURIDAD ALIMENTARIA”

CONSTANCIA N2 015-2013-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de

Arequipa.
HACE CONSTAR:

Que la muestra de frutos presentada por la Srta. Soany Alanoca Coaquira, egresada de la Escuela
Profesional de Ingenieria Biotecnoldgica de la Universidad Catdlica de Santa Maria, para la
Ejecucién de su Tesis: “Determinacion de la capacidad antioxidante y compuestos fenélicos del
fruto de Corryocactus brebystilus (Sankallo)”. Las muestras fueron traidas al Laboratorio de
Botanica al estado fenolégico fresco, de la localidad de Caylloma (Colca) para su determinacion
en el Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a la especie:

Corryocactus brevistylus ( Schumann ex Vaupel) Briton & Rose. “Sankallo ”

Se expide la presente solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 14 de Junio del 2013.

Blgct}eaﬁcio ajlifio He
DIRECT
Herbarium Aregvipense (

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 984248674
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA — PERU
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