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Resumen 

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) son un problema de salud pública a 

nivel mundial, causan pérdida de años saludables, son incapacitantes permanentes y generan 

costos elevados en los sistemas de salud. Las personas afectadas con la EN de Parkinson 

presentan en diferentes áreas del cerebro agregados intracelulares llamados cuerpos de 

Lewy, en los cuales la proteína α-sinucleína (α-syn) constituye uno de los componentes 

principales. La cepa transgénica NL5901 de Caenorhabditis elegans (C. elegans) se 

caracteriza por presentar agregados proteicos de α-syn marcados con proteína amarilla 

fluorescente, lo que permite utilizarla como modelo para evaluar el efecto de potenciales 

compuestos que reduzcan la agregación de α-syn   y como consecuencia mejoren las 

características fisiológicas del nematodo. El uso de modelos biológicos como C. elegans 

puede dar respuesta a interrogantes que surgen día a día para el desarrollo de nuevas 

estrategias terapéuticos para las EN.  Witheringia coccoloboides (W. coccoloboides) se ha 

descrito como planta promisoria en el tratamiento paliativo de EN y por consiguiente de 

interés en etnofarmacología por su posible acción neuroprotectora.  Por lo anterior, el 

objetivo principal de este estudio fue evaluar el efecto del extracto etanólico de hojas de W. 

coccoloboides sobre la agregación proteica de α-syn y las características fisiológicas de la 

cepa mutante NL5901 de C. elegans. Los resultados del presente trabajo muestran que W. 

coccoloboides, rica en metabolitos secundarios el tipo esteroles y/o terpenos, flavonoides y 

alcaloides, posee un efecto reductor de los agregados proteicos de α-syn, mejorando las 

características fisiológicas de reproducción y motilidad, así como también, disminuyendo 

los niveles de Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) en la cepa NL 5901 de C. elegans. Por 

consiguiente, es posible sugerir que W. coccoloboides, posee un efecto protector sobre la 

cepa NL5901 de C. elegans, modelo de la EN de Parkinson, evidenciado por la recuperación 

de la actividad muscular durante la deposición de huevos y la locomoción, probablemente 

debido al efecto antioxidante de los fitocompuestos presentes en el extracto. 

 

Palabras Clave: Witheringia coccoloboides, α-sinucleína, Enfermedad de Parkinson, 

Caenorhabditis elegans.  
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Abstract 

Neurodegenerative diseases (ND) are a public health problem, cause permanent disability 

and a high cost in health systems. People affected with Parkinson's disease have protein 

deposits of α-synuclein (α-syn) in brain cells. The use of biological models such as 

Caenorhabditis elegans (C. elegans) can answer questions that arise day by day for the 

development of new therapeutic targets for ND. The transgenic strain NL5901 of C. elegans 

is characterized to have α-syn aggregates labeled with yellow fluorescent protein (YFP), 

which allows to evaluate compounds effect on the physiological characteristics and / or the 

reduction of protein aggregates α-syn in this model. On the other hand, Witheringia 

coccoloboides (W. coccoloboides) has been described as a promising plant in the palliative 

treatment of ND and therefore of interest in ethnopharmacology due to its possible 

neuroprotective action. Therefore, the main objective of this study was to evaluate the effect 

of the ethanolic extract of leaves of W. coccoloboides on the physiological characteristics 

and protein aggregates of α-syn in the mutant strain NL5901 of C. elegans. The results of 

the present work show that the ethanolic extract of leaves of W. coccoloboides has a 

reducing effect of protein aggregates α-syn, improving the physiological characteristics of 

reproduction and motility, as well as, decreasing the levels of Reactive Oxygen Species 

(ROS) in strain NL5901 of C. elegans. Therefore, it is possible to suggest that the ethanolic 

extract of leaves of W. coccoloboides has a protective effect on strain NL5901 of C. elegans, 

probably attributed to the presence of sterols and / or terpenes, flavonoids and alkaloids, 

which in turn, it is generate a recovery of muscular activity in the egg lay and locomotion, 

probably all linked, to synergistic interaction of the phytocompounds present in the 

ethanolic extract of leaves of W. Coccoloboides. 

 

Keywords: Witheringia coccoloboides, α-synuclein, Parkinson's disease, Caenorhabditis 

elegans. 
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Introducción 

 
 

Algunas investigaciones indican que las células cerebrales afectadas de los 

individuos con Enfermedad de Parkinson (EP) y con Demencia Asociada a EP (DEP), 

contienen cuerpos de Lewy formados por agregados proteicos de α-syn (1).  La α-syn es 

una proteína presináptica involucrada en la transmisión sináptica, en la estabilidad del 

complejo de proteínas de función de membranas (SNARE) y en la unión a lípidos de la 

membrana celular (2). De la misma forma, existen fuertes evidencias de que el estrés 

oxidativo es un factor que participa en la patogénesis de varias enfermedades 

neurodegenerativas, incluyendo a la EP y a la DEP (3). Las evidencias incluyen reportes 

de disminución en la actividad enzimática antioxidante, lipoperoxidación y oxidación del 

ADN en la sustancia negra (SN), área cerebral afectada en la enfermedad de Parkinson (4). 

La EP y la DEP son enfermedades complejas que presentan gran heterogeneidad clínico-

genética, lo que ha dificultado aclarar sus mecanismos fisiopatológicos, a pesar de los 

avances en el tratamiento sintomático y en su diagnóstico (5).  

 

La EP es definida como un desorden neurodegenerativo que causa pérdida selectiva 

de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra del mesencéfalo (1). Es la segunda 

enfermedad neurodegenerativa más frecuente luego de la Enfermedad de Alzheimer (1). 

La EP no distingue género, afecta a personas con edad promedio de inicio de 60 años y su 

incidencia aumenta significativamente con la edad (1, 6). La EP genera discapacidad entre 

los afectados, dentro de sus síntomas se encuentran complicaciones motoras: temblor en 

estado de reposo, rigidez y lentitud para realizar los movimientos, inestabilidad en la 

postura, disminución del balanceo de los brazos y de la expresión de la cara o del tono de 
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voz y dificultad para la deglución; como también, complicaciones mentales: alteraciones 

del sueño, ansiedad, depresión y otras alteraciones mentales (1, 6).   

 

En Colombia afecta a 230.000 personas aproximadamente y la tendencia  de la población 

afectada a nivel mundial va en aumento, lo que convierte a la EP en un problema de salud 

pública (1, 6). La prevalencia de  esta enfermedad   se  estima  en  0,3  % de la población 

general y se presenta aproximadamente en 1% de los  mayores   de  60 años, además, la 

incidencia estimada es de 8 a 18 por 100.000 habitantes/año (1).  

 

La EP puede dar origen a DEP que contribuyen significativamente a la morbilidad 

y mortalidad de la EP (7). Del mismo modo, la DEP tiene un perfil clínico y una 

neuropatología única, diferente de la enfermedad de Alzheimer (EA) (7). Los déficits 

colinérgicos, una particularidad tanto de AD como de DEP, subyacen a la razón esencial 

del tratamiento con inhibidores de la acetilcolinesterasa en ambas patologías (7). La DEP 

presenta una prevalencia de 15% a 38% dentro de los primeros 5 años de progreso, de 50% 

a 78% a los 10 años de evolución y de 83% a los 20 años de EP (8, 9). Así mismo, se 

estima que la demencia en general afecta aproximadamente a 47 millones de personas en 

todo el mundo y se pronostica que pase a 75 millones en 2030 y a 132 millones en 2050 

(10).  

 

Aunque en la actualidad existe medicación y cirugía para tratar estos trastornos, sólo 

están dirigidos para aliviar los síntomas y dependen del estado de severidad del paciente. 

Actualmente se conoce una gran variedad de medicamentos para tratar la EP, entre los 

cuales, la levodopa con carbidopa (Sinemet) o con benserazida (Madopar) presentan 

mayores beneficios; así como también, en algunas DEP, se han implementado inhibidores 

de la acetilcolinesterasa como donepezil con resultados favorables, sin embargo, hasta la 

fecha no existe cura (11). El tratamiento incluye también medidas orientadas a la 

rehabilitación física y de los trastornos asociados que afectan al paciente como depresión, 

insomnio, ansiedad, entre otros (6, 12).  En este sentido, W. coccoloboides se ha descrito 

como planta promisoria en el tratamiento paliativo de EN y por consiguiente de interés en 

etnofarmacología por su posible acción neuroprotectora (13, 14).  
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Por otro parte, C. elegans es usado como un buen modelo para el estudio de 

enfermedades neurodegenerativas como la EP. La cepa transgénica NL5901 de C. elegans, 

se caracteriza por presentar agregados de α-syn marcados con proteína amarilla fluorescente, 

lo que permite evaluar el efecto de compuestos sobre las características fisiológicas y/o la 

reducción de los agregados proteicos de α-syn. Por lo anterior, el objetivo del presente 

trabajo fue evaluar el efecto del extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides sobre las 

características fisiológicas y la agregación proteica de α-syn en la cepa mutante NL5901 de 

C. elegans.  





     

 
 

Capítulo 1. α-sinucleína, Witheringia 

coccoloboides y Caenorhabditis elegans. 

 

 

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) se han descrito como patologías muy 

complejas que presentan en común, la progresividad de los síntomas y la 

neurodegeneración paulatina que conlleva a incapacidad física y psíquica (1). La EP es una 

enfermedad neurodegenerativa crónica y progresiva que causa  discapacidad, generando  

consecuencias negativas tanto a nivel económico como social (1). Su etiología no está 

claramente descrita, sin embargo, algunos estudios indican que las células cerebrales de las 

personas afectadas con esta enfermedad contienen cuerpos de Lewy con depósitos de la 

proteína α-syn (1). Las causas de la formación de cuerpos de Lewy o su papel en la 

enfermedad son desconocidas, sin embargo, algunas investigaciones sugieren que el 

sistema de eliminación de proteínas de las células falla, provocando la acumulación a 

niveles nocivos de α-syn. Así mismo, los tratamientos utilizados solo tratan los síntomas 

derivados de la pérdida y muerte neuronal (1). Del mismo modo, los depósitos de α-syn se 

han relacionado a demencias asociadas a la Enfermedad de Parkinson (DEP), viéndose 

afectadas principalmente las neuronas colinérgicas (15).   

 

El sistema nervioso central (SNC), es rico en ácidos grasos insaturados y hierro (Fe3+) 

(16). En este sentido, el alto contenido de lípidos en el SNC, sumado con una alta actividad 

metabólica, lo hace especialmente vulnerable al daño oxidativo (3). El hierro juega un rol 

muy importante en el cerebro, sin embargo, altos niveles del mismo favorecen la 

producción de ROS, vía su acción catalizadora, causando estrés oxidativo y daño neuronal  

(16). Se reconocen varias fuentes y mecanismos para la generación de ROS,  incluido  el  

metabolismo   de     la    dopamina, la   disfunción   mitocondrial,   el   hierro,   las   células 
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neuroinflamatorias,  el  calcio  y  el  envejecimiento  que  junto con el aumento de los niveles de 

la proteína α-syn llevan a la neurodegeneración en modelos de ratón y C. elegans  (4, 17, 18). 

1.2 α-sinucleína 
 

A través del análisis de ligamiento genético, mediante estudios de asociación del genoma 

completo se han identificado genes candidatos asociados a la EP, dentro de los cuales está el gen 

SNCA que codifica para la α-syn (36).  

 

El gen SNCA, se ubica en el cromosoma 4 banda q21.3-q22 y consta de 6 exones que varían 

en tamaño (19, 20), de los cuales, cinco corresponden a la región codificante, altamente conservada 

entre vertebrados (19). La traducción del gen  SNCA comienza a partir de un codón de inicio 

relacionado con la autofagia,  codificado por el exón 2, y se detiene en un codón de parada TAA 

codificado por el exón 6 (20, 21). Dentro del sistema nervioso, la expresión de α-syn está regulada 

durante el desarrollo. En ratones, la expresión de RNAm de α-syn inicia en etapas embrionarias 

tardías, luego alcanza un pico en las primeras semanas postnatales, y finalmente se reduce (38, 

52). Los niveles de la proteína α-syn aumentan durante el desarrollo y permanecen altos durante 

la edad adulta, lo que sugiere la regulación post-transcripcional de sus niveles (38).  

 

La α-syn es una proteína pre-sináptica de unión a membrana periférica, compuesta por 140 

aminoácidos  que  tiende  a   agregarse  generando  la  formación  de  cuerpos de  Lewy, el sello  

patológico  característico  de la  EP  (2, 22).   Ésta proteína se  expresa en  todo  el   neocórtex, 

hipocampo, bulbo olfatorio, estriado, tálamo y cerebelo del cerebro (23); sin embargo, también se 

ha detectado en glóbulos rojos y otros tejidos (24-26), lo que sugiere funciones celulares más 

generales, además de su actividad cerebral. La α-syn está conformada por un dominio N-terminal 

de carga positiva que se divide en siete repeticiones de 11 aminoácidos con una secuencia consenso 

KTKGEV (residuos 1-95), que, similar a las apolipoproteínas, forman una alfa-hélice anfipática 

con 3 espirales, y median la asociación de α-syn  con los lípidos de  membrana (23, 27, 28).  
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Se encuentra además, el dominio NAC (residuos 60-95), un área que se cree 

responsable de la  agregación de α-sinucleína (29) y la unión a lípidos de membrana (23). 

Finalmente,  el   extremo  C-terminal  (residuos 96-140)   es   altamente   ácido,   de  carga  

negativa y en  gran  medida  no estructurado, implicado en diversas modificaciones post-

traduccionales, y se ha sugerido como responsable de las interacciones con moduladores 

de la unión a membrana e involucrado en la protección de la agregación proteica (23, 28). 

Algunas mutaciones o sobreexpresión en SNCA, pueden resultar en el inicio temprano de 

raras formas familiares de la EP (37),  como se muestra en la figura 1-1.   

 

 

Figura 1-1. Representación esquemática de la ubicación y conformación de la α-

sinucleína humana  

 
Fuente: Venda, L. L., S. J. Cragg, y cols (21). Se muestra la ubicación y conformación de la α-sinucleína 

humana. (A) Se observa la estructura del gen SNCA que codifica para la proteína. (B) Se observa el RNAm 

de α-syn. (C) Se muestra los dominios proteicos de α-syn. 
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La conformación estructural de la α-syn presenta cuatro residuos de tirosina, uno (Y39) cerca 

del extremo amino y tres (Y125, Y133, e Y136) cerca del extremo carboxilo. El monómero 

proteico adopta una conformación colapsada alrededor del centro hidrofóbico (30). En 2011 se 

detectó que la α-sinucleína fisiológica no se encuentra en forma monomérica sino oligomérica, 

formando tetrámeros, y que en ellos cada cadena adopta una conformación alfa-helicoidal, como 

se muestra en la Figura 1-2 (31, 32). Estos tetrámeros se forman por uniones ditirosínicas entre las 

cadenas (28). En este sentido, al doblarse alternativamente de forma errónea en una estructura rica 

en hojas β, en vez de adoptar una conformación alfa-helicoidal, como se muestra en la Figura 1-2, 

se puede polarizar fácilmente en fibrillas amiloides, lo que da lugar a la formación de agregados y 

posteriormente cuerpos de Lewy, que eventualmente desencadenaría en muerte neuronal causada 

por la obstrucción  del  tráfico  celular   normal  y   alteración   morfológica,  así  como  el 

atrapamiento de otros componentes celulares (33). Así mismo, es importante mencionar que la 

forma predominante de α-syn es la proteína de longitud completa, pero también se han descrito 

otras isoformas más cortas (20, 21). 

 

Figura 1-2. Conformación estructural de la α-syn        

 

Fuente: Tomado y modificado de Tuttle y cols & Ulmer y cols (34, 35). Se muestra la conformación 

la α-syn.  (A) Conformación α-helicoidal de la α-syn fisiológica con sus extremos N-terminal (N) y 

C-terminal (C). (B) Conformación errónea de hojas β de la α-syn. 

 



Capítulo 1. α-sinucleína, Witheringia coccoloboides y Caenorhabditis elegans. 9 

 

1.2.1 Funciones asociadas a la α-syn   
Las funciones fisiológicas de la α-syn no han sido completamente estudiadas, 

sin embargo, algunas investigaciones la han relacionado con la transmisión sináptica en el 

complejo SNARE (2), como se muestra en la Figura 1-3. Por otra parte, la α-syn puede 

generar curvatura de membrana (36, 37), lo que implica funciones tanto en la exocitosis y 

endocitosis de las vesículas sinápticas (38, 39). Estas propiedades en conjunto sugieren la 

posibilidad de un impacto de la α-syn en la estructura presináptica. 

 

Figura 1-3. Asociación del complejo SNARE con α-syn  

 Fuente: Figura tomada y modificada de Diao J y cols y The-Crankshaft-Publishing’s (40, 41). Se muestra el 

modelo propuesto por Diao J y cols. (A) Proteínas SNARE (SNAP receptor) sobre la vesícula y la membrana 

plasmática presináptica. (B) proteínas SNARE en la vesícula y la membrana plasmática presináptica 

formando el complejo. (C) La formación de complejos de proteínas SNARE atrae la vesícula más cerca de la 

membrana plasmática presináptica y el Ca2 + (calcio) que entra en el terminal a través de los canales de 

voltaje dependientes de Ca2 + se une con la sinaptotagmina. (D) La unión de la vesícula con la sinaptotagmina 

promueve su fusión en la membrana plasmática presináptica. (E) Modelo propuesto por Diao J y cols en el 

que la α-sinucleína se multimeriza tras la unión a vesículas sinápticas y facilita la formación de complejos 

SNARE. 

 

 

En este sentido, se ha demostrado que la función fisiológica y patológica de la α-

syn, juegan un papel importante en la regulación del tamaño de las sinapsis y en la 

distribución de las vesículas sinápticas. Además, se ha determinado que mutaciones de α-

syn (PARK1 / hA30P, PARK4 / hα-syn) afectan principalmente a la citomatriz presináptica 

proximal, así como a la neurotransmisión. En conjunto, esto sugiere que la α-syn direcciona 

la configuración terminal presináptica. 
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Por otra parte, se ha sugerido que la α-syn podría actuar como una proteína de unión de 

ácidos grasos (42). La α-syn promueve la captación de ácidos grasos poliinsaturados en las células, 

y éstos promueven  su  oligomerización (43-45).   Estudios  de   esta  actividad in   vivo  en   ratones  

knockout  de  α-syn  han mostrado una disminución  significativa en la cardiolipina cerebral (46). 

La absorción de ácidos grasos y el metabolismo también parecen afectarse (47, 48), aunque con 

ligeros cambios en otros fosfolípidos cerebrales (49, 50). Sin embargo, pequeños cambios en la 

composición de la cadena acílica pueden influir en la fluidez y el tráfico de la membrana, y la 

expresión de α-syn podría promover la endocitosis dependiente de clatrina, que facilita la 

formación de vesículas y permite el movimiento de sustancias vía endocítica (51).  

1.2.2 Efectos de la agregación de α-syn 

   
Se han descrito modificaciones en la agregación de α-syn que producirían cambios, tanto 

a nivel estructural como en su conformación, lo que favorecería su agregación patológica. Dentro  

de  las  modificaciones descritas se  encuentran:  fosforilación, modificaciones  de  lisina  (Lys) 

mediante ubiquitinación y modificaciones oxidativas (52). Particularmente, en las modificaciones 

oxidativas, se encuentra, por ejemplo, la formación de aductos (uniones de 2 moléculas sin que se 

produzca un cambio en la estructura de cualquiera de los 2 componentes) con productos oxidativos 

de dopamina. La dopamina se une de forma no covalente a la α-syn, inhibiendo su fibrilación y 

estabilizando los oligómeros. Sin embargo, la dopamina es altamente susceptible a la oxidación.  

Con respecto a lo anterior, la dopamina, y las aminas en general, son la fuente más importante de 

radicales libres del organismo. Por cada mol de amina oxidado, se forma un mol de peróxido de 

hidrógeno. En la EP, en que se presenta un aumento de la dopamina, sumado al tratamiento 

adicional con L-Dopa, la producción de ROS tóxicas estaría muy elevada. En el metabolismo de 

la dopamina, su autooxidación conduce a la producción de semiquinonas que son por sí mismas 

tóxicas y pueden además producir radicales libres (RL). De la misma forma, el metabolismo 

enzimático de la dopamina, además de producir metabolitos deaminados como el ácido 

homovanílico o el 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), también contribuye en la formación de 

ROS como el peróxido de hidrógeno (H2O2 ) y el OH- (53).  
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Teniendo en cuenta lo anterior, los RL actúan sobre el ADN mitocondrial, 

generando susceptibilidad al estrés oxidativo (53). Así mismo, producen oxidación 

proteica, generando desconfiguración estructural de las mismas (53). En cuanto a los 

lípidos, producen peroxidación lipídica que genera la alteración de la permeabilidad 

membranal de la célula, lo que desencadena en daño y muerte celular. En condiciones 

fisiológicas, el organismo tiene varios mecanismos de equilibrio para el control de los 

factores que promueven la oxidación (3, 53). En este sentido, la hipótesis de que los RL y 

el estrés oxidativo son claves en la patogénesis de la EP deriva fundamentalmente de los 

datos bioquímicos e histopatológicos puestos en evidencia en tejido de pacientes con EP y 

se apoya en hallazgos de estudios in vitro y de la experimentación animal, como el modelo 

de EP inducido por el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) o el potencial 

efecto neurotóxico de la L-Dopa (53). 

 

En la actualidad no es claro si los agregados proteicos son agentes tóxicos o cuál es 

el mecanismo por el cual los agregados de α-syn producen disfunción y muerte celular. La 

α-syn   en solución tiene una estructura  helicoidal  desplegada  de  forma nativa  que  en 

presencia de vesículas pequeñas (20-25 nm) y fosfolípidos ácidos, adopta una estructura 

secundaria que es ideal para interacciones lipídicas, al doblarse alternativamente de forma 

errónea en una estructura rica en hojas β, se polariza fácilmente en fibrillas amiloides y 

agregados (5-7) lo que genera la formación de cuerpos de Lewy. Estas fibrillas son 

insolubles y presentan una estructura   β-helicoidal   lo   que empeora el   progreso   y   el   

desarrollo de la degeneración neuronal en la EP (8, 9). Esta característica insoluble de la 

α-syn, también dificulta la búsqueda de una estrategia terapéutica efectiva en la EP (8). 

 

Existen mutaciones asociadas al mal plegamiento de α-syn (A53T y A30P) que 

favorecen la formación de protofibrillas anulares (12) y la actividad de permeabilización 

de la membrana (14), lo que sugiere que la actividad de tipo poro de protofibrillas de α-syn 

podría estar involucrada en la patogénesis de la EP. Al tener en cuenta la morfología de los 

poros de protofibrillas anulares y su capacidad para permeabilizar liposomas sintéticos, 

Peter Lansbury y cols (año) propusieron un modelo en el cual las protofibrillas de α-syn 

actúan como poros  no  específicos  en   las  membranas  celulares,  interrumpiendo  así  las 
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barreras de transporte de pequeñas moléculas en compartimentos membranales (54). Esta 

permeabilización inducida por protofibrillas presenta una gran selectividad en el tamaño, lo que 

favorece el paso de moléculas de baja masa molecular,  consistentes  con  el mecanismo de tipo 

poroso (55).  

 

Por otro lado, estudios in vitro mostraron que la α-syn agregada inhibe la actividad 

proteolítica de los proteasomas (56, 57). Esto es posible gracias a la unión de la α-syn con 

subunidades específicas del complejo de proteasoma, tales como 26S y a la proteína de unión Tat 

1 del complejo regulador 19S (55). Adicionalmente,  investigaciones han demostrado disfunción 

lisosomal (33), defectos mitocondriales (58) y de tráfico vesicular (59) en células que 

sobreexpresan  α-syn. Teniendo en cuenta   todo   lo   anterior, es probable que existan múltiples 

mecanismos relacionados o no entre sí, en los que la α-syn puede ejercer efectos patológicos.  

1.3 Witheringia coccoloboides 
 

Witheringia coccoloboides pertenece a la clase Magnoliopsida, y familia Solanaceae (60). 

Es un arbusto conocido popularmente como ají del diablo que presenta un tamaño de 1 a 2.5 m con 

tallos semi-leñosos, hojas emparejadas, dísticas y glabras de 9 x 18 cm, como se observa en la 

fotografía 1 y 2. Las flores son de color naranja sin brillo y el fruto es una baya de color rojo brillante 

de 10 mm de diámetro. Se puede encontrar cerca de las carreteras, deslizamientos de tierra, grandes 

espacios de luz, y suelos pastosos, especialmente en las crestas y cimas expuestas a los vientos 

alisios. Su tamaño de crecimiento oscila entre 150–1650 metros. Se encuentra desde Nicaragua hasta 

Colombia. 
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Fotografía 1-1. Plántulas de Witheringia coccoloboides 

Fuente: Tomada por la autora. Se muestran 2 plántulas de Witheringia coccoloboides una vez fueron 

recolectadas y recibidas  por parte de la  Universidad Tecnológica de Pereira. 

 

 

Para su cultivo y conservación, es necesario una temperatura media de 20 °C, sin 

cambios bruscos y con una tasa de humedad no muy alta. El suelo ideal es el que posee 

buen drenaje, como los suelos franco-arenosos, limosos o arcillosos con presencia de arena, 

materia orgánica y un pH de 5.5 a 7. Los elementos nutricionales críticos para su cultivo 

son: fósforo (P205), calcio (Ca), magnesio (Mg), zinc (Zn). boro (B) y nitrógeno (N), 

especialmente el fósforo y el nitrógeno son críticos en la respuesta positiva del cultivo (61). 

 

Con respecto a la caracterización fitoquímica de W. coccoloboides, estudios 

realizados en 2006 y 2014  mostraron  la  presencia  de  alcaloides,  terpenos  y  triterpenos, 

saponinas, fenoles y taninos en extractos metanólicos de material aéreo, que podrían ser 

los responsables de los efectos antioxidantes y neuroprotectores en modelos in vivo e in 

vitro (14, 62).  

 

Se ha descrito que W. coccoloboides presenta propiedades antioxidantes y 

antibacterianas sobre Pseudomonas aeruginosa (62, 63). Así mismo, un estudio a nivel 

nacional realizado por Niño y cols (año), reportó que el extracto de W. coccoloboides tiene 
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un efecto inhibidor sobre la acetilcolinesterasa, sugiriendo un posible rol terapéutico en 

enfermedades neurodegenerativas (13, 14). 

 

Durante los últimos años se ha investigado y empleado varias estrategias terapéuticas para 

el tratamiento de la EP y de DEP, sin embargo,  éstas siguen  siendo  consideradas enfermedades  

incurables. Actualmente, Colombia es reconocido como el segundo país a nivel mundial en 

diversidad de especies vegetales de las cuales, cerca de 6000 cuentan con propiedades medicinales 

(64); sin embargo, según el Vademécum Colombiano de Plantas Medicinales (VCPM), solo 119 

plantas se autorizan para la elaboración de productos fitoterapéuticos, siendo en su mayoría, plantas 

foráneas; lo que convierte a las especies vegetales colombianas en una fuente de conocimiento con 

potencial terapéutico (65). En los últimos años, el grupo de investigación de Biotecnología y 

genética UCMC ha realizado numersos estudios sobre la planta W. coccoloboides a la cual se le 

han atribuido efectos neuroprotectores sobre la cepa CL2006 (modelo de Alzheimer) de C. elegans 

(22) e inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (20, 21).  

 
Teniendo en cuenta el posible efecto inhibitorio de acetilcolinesterasa de W. coccoloboides, 

el proceso de señalización neuronal se define como el conjunto de reacciones bioquímicas 

efectuado por moléculas químicas de diverso tipo (66). En este sentido, la neurona puede 

considerarse como la célula que más señales recibe y especialmente la que más señales emite. Por 

excelencia, es la célula de señalización, ya que las neuronas del sistema nervioso están 

interconectadas a través de señales específicas expresadas por los neurotransmisores como la 

acetilcolina (ACh) y la dopamina. 

 

En condiciones normales, los niveles de dopamina y acetilcolina (ACh) neuronales, se 

encuentran en equilibrio y nivelados en sus funciones inhibitorias y excitatorias (67). Las causas 

de las actividades motoras anormales que caracterizan la EP se relacionan con la pérdida de la 

secreción de dopamina en las terminaciones nerviosas de la sustancia negra del cuerpo estriado, lo 

que lleva a la perdida de la función inhibitoria (67). Así mismo, predominan las neuronas que 

segregan ACh, lo que genera señales excitatorias responsables de las funciones motoras y 

cognitivas (67). Por  este motivo, algunas de  las  estrategias terapéuticas estudiadas  en la  EP  son 



Capítulo 1. α-sinucleína, Witheringia coccoloboides y Caenorhabditis elegans. 15 

 

agonistas dopaminérgicos, anticolinesterásicos (inhiben la recaptación de acetilcolina), 

inhibidores de la mono-amino-oxidasa o bloqueadores de la catecol-o-metil-transferasa 

(enzimas degradadoras de la dopamina) (68).  

 

Contrario a la demencia por Alzheimer, en la EP, la memoria y el lenguaje se ven 

menos afectados. Sin embargo, en demencias asociadas al Parkinson (DEP) predomina el  

deterioro de  la atención, la visión y dificultades para orientarse en el espacio y regular el 

comportamiento. Así mismo, los pacientes en los que predomina la rigidez y lentitud de 

movimientos, el deterioro de las funciones cognitivas como la atención se observa menos 

afectada que en los pacientes en que predomina el temblor (69).  Además, la DEP igual que 

la EP y la demencia con cuerpos de Lewy, presenta a nivel cerebral cuerpos de Lewy, lo 

que ha generado que algunos especialistas consideren como una misma patología a la DEP 

y a la demencia asociada a  cuerpos de Lewy, sin embargo, el consenso actual es que deben 

ser diagnosticadas por separado (7).  Interesantemente, en los pacientes con DEP se ha 

demostrado que los inhibidores de acetilcolinesterasa (AChE) tienen buenos resultados en 

el tratamiento (7, 11). 

 

Es así, como dentro de la señalización neuronal, la señalización colinérgica juega 

un papel muy importante en las EN. En este sentido, la señalización colinérgica finaliza 

con la degradación de la ACh por parte de la serina proteasa AChE. Esta enzima se 

encuentra principalmente en las uniones neuromusculares y es  clave en la sinapsis  

colinérgica (70, 71), como se muestra en la Figura 1-4.  
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Figura 1-4. Metabolismo de acetilcolina (ACh)  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Figura tomada de Niewiadomska y cols (72). La ACh se sintetiza a partir de acetil-CoA y colina 

(Ch), a través de la colina acetiltransferasa (ChAT). ACh se sintetiza principalmente en el soma neuronal, y 

se transporta a la terminal sináptica a través de vesículas sinápticas, donde es liberada en la hendidura 

sináptica tras estimulación. Una vez liberada la ACh, se difunde a través de la hendidura sináptica y se adhiere 

al receptor ACh, donde se metaboliza en acetato y colina por acción de la acetilcolinesterasa (AChE). La 

colina resultante es transportada de vuelta al sitio terminal por transportadores de colina y se recicla para la 

síntesis de ACh. α-sinucleína.  

 

Existen tres variantes de empalme de la AChE en mamíferos: AChE - R, AChE-E, también 

conocida como AChE-H y AChE-S, también llamada AChE-T (73). Estas formas de empalme 

tienen varias funciones no clásicas. Por ejemplo, se ha demostrado que la expresión de AChE-S 

puede inducir la apoptosis en varias líneas celulares (74-76). La sobrexpresión de AChE-S y de α-

sinucleína ha estado asociada a daño celular dopaminérgico en modelos murinos de Parkinson 

(77).  

 

Finalmente, el uso de organismos animales más simples para evaluar el efecto de diferentes 

compuestos o extractos naturales en la búsqueda de terapias alternativas para el tratamiento de 

enfermedades neurodegenerativas genera gran atención en la comunidad científica. 
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1.4 Caenorhabditis elegans como modelo experimental de 

enfermedades neurodegenerativas 
 

 
El nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans) se ha convertido en uno de los 

mejores modelos biológicos experimentales usado a nivel mundial, ya que cuenta con un 

sistema nervioso simple y conservado, bien descrito compuesto por 302 neuronas (78). Así 

mismo, presenta un ciclo de vida corto, lo que permite obtener resultados en poco tiempo 

(Figura 1-5) (79). En este sentido, el tiempo de desarrollo de huevo a larva L1 es de 

aproximadamente 9 horas, a continuación, del estadío L1 a L2 pueden pasar alrededor de 

12 horas, de L2 a L3 y de larva L3 a L4, aproximadamente 8 horas entre cada uno. 

Finalmente, de larva L4 al siguiente estadío adulto joven pueden pasar alrededor de 10 

horas (79). Para luego finalizar con la larva adulta que es capaz de presentar un sistema 

reproductor maduro y funcional en aproximadamente 8 horas (79), como se muestra en la 

Figura 1-5. Así mismo, su vida útil esta entre 2 y 3 semanas, lo que facilita el estudio de su 

biología (80). 

 

Figura 1-5. Ciclo de vida de C. elegans  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Tomada de Altun ZF & Hall DH en el Worm Atlas (79). Se toma como 0 minutos el tiempo de la 

fertilización. Los números en azul a lo largo de las flechas indican la cantidad de tiempo que el nematodo 

pasa en una determinada etapa. La primera escisión se produce a los 40 minutos aproximadamente. Post 

fertilización, los huevos se encuentran afuera 150 minutos aproximadamente, y durante la etapa gástrula, la 

longitud del animal en cada etapa se marca junto al nombre de la etapa en micrómetros.  
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Además, los costos de mantenimiento y procedimientos experimentales en este modelo 

son bajos, su manipulación es sencilla; y gracias a la gran conservación genética (40% de genes 

ortólogos reportados) entre este nematodo y los mamíferos tanto a nivel celular como molecular, 

se ha logrado crear cepas transgénicas de C. elegans aplicadas como modelo para el estudio de 

enfermedades de EN como la EP (81).  

 

En este sentido, se han generado muchas cepas transgénicas en las que una secuencia señal 

seguida por la secuencia proteína β-amieloide humana (relacionada con la   Enfermedad  de  

Alzheimer)   se   expresa   en   todas   las   células   o   neuronas,   en  subconjuntos específicos de 

neuronas o en células musculares, Figura 1-6A (80). Similar a la Enfermedad de Alzheimer que es 

de aparición tardía, las cepas de C. elegans que expresan proteína β-amieloide humana en tejido 

muscular presentan una parálisis dependiente de la edad a 20 ° C (82). 

 

De la misma forma, para el estudio de la demencia frontotempora (DF) se generaron modelos 

de líneas transgenicas de c elegans con mutaciones en FTD-17 (htau-FTD-17) que expresan tau 

humano  (80), Figura 1-6B. En estas cepas transgénicas se observa un fenotipo descoordinado en la 

locomoción que empeora progresivamente con la edad, generado por la acumulación de tau insoluble 

que desemboca en neurodegeneración (83). 

 

De manera similar, se han generado líneas transgénicas de C. elegans que expresan proteínas 

como la superóxido dismutasa humana 1 (SOD1). Estas cepas se caracterizan por sufrir 

neurodegeneración y parálisis de las neuronas motoras, características de los pacientes con esclerosis 

lateral amiotrófica (ELA) (80). 

 

Finalmente, la cepa NL5901 (pkIs2386 [unc-54p::alphasynuclein::YFP + unc-119(+)]) 

lleva el transgen pkIs2386, compuesto por un constructo de fusión que codifica para la α-syn humana 

marcada con YFP (Proteína amarilla fluorescente), bajo el control del promotor unc-54 y el marcador 

de coinyección unc-119(+), que dirige la expresión a las células del músculo de la pared del cuerpo 

(Figuera 1-6B), lo que permite la detección visual de agregados de α-syn a través de un microscopio 

fluorescente (81), como se observa en la fotografía 1-2.  
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Figura 1-6. Caenorhabditis elegans como modelo transgénico para el estudio de 

enfermedades neurodegenerativas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fuente: Tomada de Alexander y cols (80). Se muestra Caenorhabditis elegans como modelo transgénico 

para el estudio de enfermedades neurodegenerativas.  (A) Resumen de los modelos de la enfermedad de 

Alzheimer en C. elegans que expresan el péptido β-mieloide humano de C. elegans. El color de la flecha 

representa los tejidos donde se expresaron los transgenes. Los fenotipos observados están al lado de la 

flecha. (B) Resumen de los modelos de C. elegans para la enfermedad de Parkinson (EP), la esclerosis 

lateral amiotrófica (ELA), la demencia frontotemporal (DFT) y la enfermedad de Huntington (EH). Los 

genes que modelan en EP se muestran en recuadros azules, ELA en recuadros de color rosado, DF en 

recuadros amarillos y HD en recuadros verdes. El color de la flecha representa los tejidos donde se 

expresaron los transgenes. Los fenotipos observados están escritos cerca de la flecha. 
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Fotografía 1-2. Cepa NL5901 de C. elegans 

 

 

Fuente: Elaborada por la autora. Fotografía tomada de larva L4 de C. elegans cepa NL5901 con microscopio de 

fluorescencia en obj. 10X. 

 

 

Al tener en cuenta lo anterior, es posible cuestionar el uso de células musculares de C. 

elegans para estudiar procesos celulares relacionados con enfermedades exclusivas de las 

neuronas, sin embargo, varios estudios sugieren que para muchas vías involucradas este 

cuestionamiento no es acertado. Por ejemplo, en la aproximación para evaluar la toxicidad de α-

syn en levaduras realizada por Cooper y cols  en 2006, se validó un modificador al sobreexpresar 

genes homólogos a Rab1, mostrando rescate de diferentes fenotipos de toxicidad relacionados con 

α-syn en tres modelos biológicos diferentes (células de mamíferos, C. elegans y un modelo de 

Drosophila), lo que indica que estos procesos se conservan evolutivamente y no son exclusivos de 

las neuronas (84). En segundo lugar, aunque las células musculares de NL5901 no son neuronales, 

sí expresan varios receptores postsinápticos, incluidos los receptores GABA y acetilcolina, lo que 

les permite recibir señales sinápticas mediante un enlace directo a las neuronas (85). 

 

En este sentido, los agregados de α-syn depositados en la pared muscular de los nematodos 

NL5901 tienen un efecto negativo sobre las características fisiológicas de longevidad, tasa 

reproducción y capacidad de movimiento del nematodo. 

 

Trabajos previos en cultivos celulares han demostrado que α-syn-GFP se localiza en 

inclusiones de tipo lisosómico, lo que provoca disfunción lisosómica (86), mientras que en las 

inclusiones    de    levadura    se    cree   que    están   relacionadas   con     el     tráfico   de   Retículo 
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Endoplasmático (RE) a Golgi, causando un defecto en el tráfico vesicular (84). Por lo 

anterior, la naturaleza de las inclusiones que se observan en la cepa NL5901 también puede 

estar relacionada con inclusiones de tipo lisosomal o con el tráfico RE-Golgi, pero aún no 

se ha logrado determinar propiamente. Por otro lado, es importante mencionar un estudio 

realizado por Kaganovic y cols en 2008, donde se demuestra que las proteínas mutantes de 

Huntington en células de levadura pueden enviarse a dos tipos diferentes de inclusiones. 

Dependiendo de la ubiquitinación y el estado de agregación de las células, la proteína mal 

plegada puede enviarse primero a inclusiones yuxtanucleares para la degradación. Cuando 

la degradación falla, específicamente en el caso de las proteínas amiloidogénicas, el 

material proteico puede ser transportado a otras ubicaciones dentro de la célula para el 

secuestro terminal (87), lo que podría presentarse también en la cepa NL5901.  

 

En este sentido, la pared muscular de C. elegans proporciona un sistema en el que se 

puede rastrear la acumulación de diversos agregados proteicos relacionados con EN durante 

el envejecimiento (88, 89). Las células musculares son fácilmente visibles bajo un 

microscopio, y los fuertes niveles de expresión obtenidos por el promotor unc-54, 

específico del músculo, producen altos niveles de proteína, lo que facilita el análisis 

bioquímico y biológico celular de la expresión de la proteína. 

1.4.1 Caenorhabditis elegans como modelo experimental en el estudio de 

extractos naturales aplicados como terapia en enfermedades 

neurodegenerativas. 
 

En la actualidad surge la necesidad de encontrar nuevas alternativas para el 

tratamiento de diversas enfermedades, debido a que los tratamientos farmacológicos 

existentes no son muy eficaces y/o seguros ocasionando indeseables efectos adversos. Por 

ello, varios grupos de investigación centran sus  estudios en  el  estudio de compuestos  

extraídos  de  plantas  con   actividades  favorecedoras  descritas  y  determinan los efectos  

benéficos  que  estas puedan ofrecer (90). Las investigaciones a nivel mundial que 

emplean C. elegans como modelo para determinar los efectos de algunos extractos de 

plantas son variados, sin embargo, en Colombia no existen reportes de ello.  
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En el mundo, varios grupos de investigación han estudiado el efecto de extractos naturales 

de plantas sobre la cepa mutante NL5901 de C. elegans. Pooja Jadiya y cols (2011) demostraron 

que Bocapa monnieri reduce la agregación de α-sin, reflejándose en la disminución de 

fluorescencia en nematodos tratados con esta; por otro lado previene la degeneración de las 

neuronas dopaminérgicas, sugiriendo que su efecto neuroprotector, es capaz de restaurar el 

contenido de lípidos del nematodo y de aumentar la longevidad de la cepa silvestre N2 (91, 92). 

Así mismo, Zhenhua Shi y cols en 2013 observaron una reducción marcada y significativa en la 

agregación de α-syn, al tratar la cepa mutante NL5901 de C. elegans con el extracto acuoso de 

Uncaria tomentosa a 10 mg/ml, reflejada por una disminución de fluorescencia en comparación 

con el grupo control. , (93). 

 

Otro estudio realizado por Jinghua Liu y cols en 2015 demostró que Chondrus crispus 

disminuyó la acumulación de α-syn en la cepa mutante NL5901 de C. elegans, lo que generó 

protección a la neurodegeneración dopaminérgica inducida por la toxina 6-OHDA neuronal en los 

nematodos (94). Estos  efectos  se asociaron con una lentitud corregida del movimiento. También, 

demostraron mejora de la tolerancia al estrés oxidativo y una regulación positiva de los genes de 

respuesta al estrés, sod-3 y skn-1 como posible mecanismo molecular para la protección mediada 

por C. crispus contra la EP (94).  

 

Por otra parte, varios grupos de investigación han usado como modelo biológico la cepa 

CL2006 de C. elegans, como modelo de EN de Alzheimer, ya que expresa la proteína β- amiloide 

en su pared muscular. En 2012, Jatinder y cols, determinaron que los extractos de Liuwei Dihuang 

LWDH, compuesta por 6 hierbas chinas (Rehmannia glutiosa, Cornusofficinalis, Paeoniasu 

fruticosa, Dioscorea opposita, Poria cocos y Alisma plantago – aquatica), reducen la agregación 

de la proteína β- amiloide y retrasan la aparición de la parálisis en  la cepa  CL4176 de C. elegans, 

causado probablemente por  la  reducción  de  la  transcripción del gen AMY1, a  las  proteínas  de 

choque   térmico  (HSP16.2)  y  a  la  fuerte  actividad antioxidante (95); mecanismos que brindan 

protección a C. elegans contra la toxicidad del β-amiloide (95). De manera similar en 2013, Luisa 

Diomede y cols demostraron que la cepa CL2006 tratada con un polifenol natural conocido como 
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oleuropeína aglicona (OLE, presente en el aceite de oliva extra virgen, redujo los depósitos 

de β-amiloide, disminuyendo notablemente la parálisis y aumentando la vida útil de C. 

elegans (96). 

 

Otra investigación realizada por Patricia Martorell y cols en el mismo año, 

determinó que el cacao y los productos a base de éste, contienen componentes con 

propiedades beneficiosas para la salud humana, que podrían ser utilizados para la 

prevención de enfermedades relacionadas con la edad (97). En este estudio, se analizó el 

efecto de un péptido aislado luego de la hidrolización del cacao  sobre  la cepa silvestre N2 

y la cepa  transgénica  CL4176  de C.  elegans demostrando su  actividad   antioxidante  y 

una  reducción de la  deposición el β- amiloide, por lo que podría considerarse un potencial 

agente terapéutico en la prevención de enfermedades neurodegenerativas (97). 

 

En otro sentido, un estudio realizado en Pereira por Niño y cols en 2006,  analizó el 

posible efecto benéfico que pueden tener diversas plantas comunes en la flora colombiana 

(14). Esta investigación tuvo como objetivo examinar la actividad inhibitoria in vitro de la 

AChE de  extractos de plantas pertenecientes a las familias Asteraceae, Euphorbiaceae, 

Melastomataceae, Rubiaceae y Solanacea con perspectivas al uso de posibles tratamientos 

para enfermedades como Alzheimer, Parkinson, demencia senil, entre otros (14). 

 

De los veintisiete extractos analizados solo el 14,81% mostraron actividad 

inhibitoria de AChE moderada a fuerte (14). Las plantas que presentaron una fuerte 

actividad inhibitoria de la AChE fueron Schistocarpha sinforosi Cuatrec, Solanum 

leucocarpum Dunal y Witheringia coccoloboides, siendo las únicas con verdadera 

capacidad inhibitoria, ya que poseen alcaloides en gran cantidad (14). Este estudio es de 

gran importancia dado que es el único en Colombia que describe una alternativa para el 

tratamiento   de   enfermedades   de   tipo   neurológico;   además  de   revelar  características 

importantes de diferentes  plantas  nativas no estudiadas, que presenta una fuerte actividad 

inhibitoria de la AChE y que podría aplicarse en ensayos con el modelo de C. elegans (14). 
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 Otras investigaciones,  realizadas por Vallejo y cols en 2015 reportaron que W. 

coccoloboides,   tiene   propiedades   antibacterianas   sobre  Pseudomonas  aeruginosa.,  del 

mismo modo, Blandón y cols en 2017 describieron propiedades antioxidantes de sus extractos (62, 

63). 

 

Finalmente, el grupo de Biotecnología y Genética UCMC, ha hecho algunas 

aproximaciones sobre los efectos del extracto de W. coccoloboides en C. elegans, reportando un 

mejoramiento en la movilidad y reproducción de las cepas mutantes CL2006 (Alzheimer) (61). Sin 

embargo, no es claro, si hay un efecto directo en la reducción de los agregados proteicos de α-syn 

en NL5901 y los estudios en neurobiología son apenas exploratorios, por  lo cual, el extracto  de 

W. coccoloboides   se  convierte  en  una  planta   promisoria en   el tratamiento de estas 

enfermedades y por consiguiente de interés en etnofarmacología.
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La generación de modelos animales ha tenido un gran avance en la comprensión 

de los mecanismos involucrados en el desarrollo de diversas enfermedades, entre ellas las 

EN, así como también en la identificación de posibles blancos terapéuticos, o la 

comprobación del efecto de potenciales tratamientos en estados patológicos, celulares y 

moleculares tempranos de la enfermedad, que no sería posible realizar in vivo en pacientes 

con alguna de estas patologías. En los últimos años el modelo Caenorhabditis elegans, se 

ha utilizado con suficiente regularidad, ya que presenta características óptimas para la 

comprensión de diversos mecanismos y el análisis del efecto de posibles estrategias 

terapéuticas en el estudio de EN. 

 

La cepa N2 de C. elegans, fue originalmente aislada del compost de hongos y 

ha sido usada durante casi 5 décadas por laboratorios de todo el mundo como la cepa de 

tipo salvaje en diversos estudios.  

 

Una de las cepas muy utilizadas como modelo de la EN Parkinson es la NL 5901 

(pkIs2386: unc-54p::alphasinucleína::YFP + unc-119(+)), generada a través de 

transformación biobalística estándar, bombardeando los constructos P(unc-54)α-

synuclein: YFP (pRP2386) y el vector unc-119 (pRP2512). Brevemente, mediante PCR se 

amplificó ADNc del gen de α-sinucleína humana y una vez obtenido, se clonó en el vector 

de expresión  pPD30.38-YFP   dando   origen   al   constructo   pRP2386.  Este  transgénico 
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muestra la presencia de agregados proteicos de α-syn marcados con YFP en la pared 

muscular del nematodo.  

 

Por lo anterior, el primer objetivo de este trabajo fue reconocer las características 

fenotípicas de las larvas y caracterizar fisiológicamente (Longevidad, reproducción y 

motilidad) las cepas N2 (Silvestre) y NL5901 (α-syn) de C. elegans, obtenidas del 

Caenorhabditis Genetics Center de la Universidad de Minnesota, Estados Unidos.  

 

2.1 Materiales y métodos 
 

2.1.1 Mantenimiento y observación de los estadios larvarios de las cepas 

N2 y NL5901 de c. elegans 
 

Las cepas de C. elegans N2 y NL5901 y la bacteria Escherichia coli (E. coli) OP50, 

utilizada como fuente de alimento del nematodo, fueron obtenidas del Caenorhabditis 

Genetics Center de la Universidad de Minnesota, Estados Unidos. Las cepas de C. elegans 

fueron mantenidas en el medio de crecimiento específico para nematodos (NGM Nematode 

Growth Medium), según protocolo establecido por Brenner en 1974 (98), modificado por 

Surco en 2011 (99) y por el grupo de Biotecnología y genética UCMC de la Universidad 

Colegio Mayor de Cundinamarca (100). El medio NGM se preparó con 3g de NaCl (Merck 

KGaA 64271 Darmstadt, Alemania), 17g de agar (Oxoid, Thermo Fisher Specialty 

Diagnostics Ltd, UK), 2.5g de peptona (Oxoid, Thermo Fisher Specialty Diagnostics Ltd, 

UK) en 975 mL de H2O destilada. La solución fue autoclavada y luego enriquecida con 1 

mL de CaCl2 1M (Merck KGaA 64271 Darmstadt, Alemania), 1 mL de colesterol (5 mg/mL 

etanol) (Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific, Tewksbury USA), 1 mL MgSO4 1M (Merck 

KGaA 64271 Darmstadt, Alemania) y 25 mL de buffer KPO4 1M pH 6,0 (Merck KGaA 

64271 Darmstadt, Alemania). El medio fue servido en cajas de Petri de 100 x 15 mm, y a 

cada caja se le adicionaron 25 mL de medio. E. coli OP50 fue sembrada en un medio 

selectivo de Mac Conkey a 37°C (99).  
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Una vez recibidas las cepas de C. elegans fueron transferidas por sacabocado a placas 

nuevas de NGM con un césped de E. coli OP50 y se incubaron a 20°C para ser activadas. 

Los nematodos fueron observados utilizando un estereoscopio binocular digital marca 

Eurolab mod. NSZ 405D. La observación de los diferentes estadios larvarios de las cepas se 

realizó utilizando un microscopio óptico binocular marca Olympus cx 23 led, con los 

gusanos previamente montados en levamisol 1 mM para inmovilizarlos, según protocolo del 

Grupo de Biotecnología y Genética UCMC. Sincronización de las cepas N2 y NL5901.  

 

La sincronización de los nematodos activos se realizó con el objetivo de obtener una 

población en el mismo estadio larvario. Para este proceso, se utilizó el método de 

blanqueamiento (bleaching), según el protocolo de Porta de la Riva en 2012 (101) y 

modificado por el grupo de investigación (61). Brevemente, el proceso consistió en lavar 

placas repletas con nematodos grávidos con 3 mL de solución tampón M9 (3g de KH2PO4, 

6g de K2HPO4, 5g de NaCl, 1 mL de MgSO4 1M y agua destilada hasta completar 1 litro) 

(Merck KGaA 64271 Darmstadt, Alemania), realizando suaves movimientos para desprender 

los gusanos del agar.  El producto de este lavado se recogió en un tuvo Falcon y se centrifugó 

durante 2 minutos a 2500 rpm en una centrifuga refrigerada. Cada plato fue lavado 3 veces 

más. Posteriormente, se eliminó el sobrenadante y se agregaron 5 mL de la solución de 

blanqueamiento (2,5 mL de NaOH 2M (Merck KGaA 64271 Darmstadt, Alemania), 2 mL de 

hipoclorito de sodio al 4% (Mabek, Bogotá, COL) y 0,5 mL de agua destilada) y se mezcló 

en un vortex por 4 minutos, alternando en hielo. Esta solución actúa limpiando 

contaminantes y disolviendo la cutícula de los nematodos, dejando los huevos libres. Luego 

se detuvo la reacción agregando 5 mL de buffer M9 y centrifugando por 2 minutos a 2500 

rpm. Se repitió este último lavado con M9 2 veces más para eliminar todo resto de la solución 

de blanqueamiento.  Para finalizar, los huevos fueron incubados toda la noche en M9 para 

permitir que eclosionen. Al día siguiente, las larvas L1 obtenidas fueron transferidas a placas 

con NGM fresco inoculadas con E. coli OP50 e incubadas nuevamente a 20 ºC hasta que los 

gusanos alcanzaron el estadio larvario L4, este estadio  fue utilizado para dar inicio a los 

ensayos correspondientes (99, 100). 
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2.1.2  Ensayo de Longevidad    
 

Para el ensayo de longevidad, se transfirieron 15 nematodos en estadío larvario L4 

a una placa de NGM nueva con OP50, con la ayuda de un pick de platino de 0.3 mm de 

diámetro. Diariamente los nematodos fueron transferidos a placas nuevas hasta finalizar su 

periodo reproductivo de aproximadamente 6 días, de ahí en adelante se transfirieron cada 

2 días a placas nuevas hasta que todos los nematodos se observaran muertos, 

confirmándolo por el movimiento y la respuesta al contacto con el pick de platino (99, 

100).  

2.1.3 Ensayo de Reproducción 
 

Para el ensayo de reproducción, se tomaron cinco cajas con medio NGM y OP50, 

a cada caja se le transfirió 1 nematodo en estadío larvario L4. Diariamente, se pasó cada 

gusano a placas nuevas hasta el final de su periodo reproductivo (6 días). Las placas que 

contenía los huevos depositados a diario por cada nematodo, se incubaron a 20 °C durante 

tres días y  se contabilizaron las larvas L2 y L3 (99, 100). El ensayo se realizó por 

triplicado. 

2.1.4 Ensayo de Motilidad 
 

Para el ensayo de motilidad, se seleccionaron 10 larvas en estadío L4 para cada cepa 

y se contaron el número de ondas que ejecutó cada nematodo durante 30 segundos. Cada 

onda correspondió a una oscilación sinusoide iniciada en la cabeza del nematodo como se 

muestra en la figura 2-1 (99, 100). El ensayo se realizó por triplicado. 

 

Figura 2-1. Descripción gráfica de las ondulaciones de C. elegans 
 
 

 

Fuente: Realizada por la autora. Se muestra una serie de fotografías correspondiente al movimiento general 

de C. elegans y se describe la posición para la primera y segunda ondulación realizada por un nematodo. 

Primera Ondulación Segunda Ondulación 
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2.1.6 Presencia de agregados proteicos 
 

Para evidenciar la presencia de los agregados proteicos, se tomaron nematodos N2 

y NL5901 sincronizados en estadio L4 y fueron observados en microscopio de fluorescencia 

(Olympus BX53M). Las imágenes fluorescentes se tomaron para el cuerpo completo de cada 

gusano inmovilizándolos con levamisol 1 mM y la fluorescencia fue cuantificada con el 

software ImageJ .51u (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).  

2.1.5 Análisis de Datos 
 

Los datos generados se analizaron y graficaron con el programa GraphPad Prism 5, 

(GraphPad Software Corporation San Diego, California, USA). Se realizó la prueba t 

Student para comparar las diferencias entre las dos cepas (Control y mutante) y Mantel Cox 

test para analizar los resultados del ensayo de longevidad. Los datos se presentaron como la 

media ± DE, las diferencias se consideraron significativas cuando se obtuvo un p <0.05. 

2.2 Resultados 
 

Para analizar las características fenotípicas y las características fisiológicas de las 

cepas N2 (Silvestre) y NL5901 (α-syn) de C. elegans, se inició con la caracterización de los 

estadios larvarios y posteriormente se realizaron los ensayos de longevidad, reproducción, 

motilidad y observación de los agregados proteicos de α-syn en la cepa mutante y la silvestre. 

 

2.2.1 Caracterización de los estadíos larvarios de las cepas N2 y NL5901 

 
La caracterización de los estadios larvarios de los nematodos N2 y NL5901 se basó 

en tamaño, anatomía y tiempo de desarrollo después de la sincronización. Inicialmente se 

observaron huevos ovalados de aproximadamente 40 µm para ambas cepas (figura 2-2).  

Para el estadio L1 se consideraron los nematodos más pequeños (200 µm aprox.), 

ubicándolos en la placa por su movimiento rápido aproximadamente a las nueve horas 

después de sincronización, no se observó ninguna estructura diferencial en su interior (figura 

2-2).  Para     el     estadio    L2,   las   larvas   aumentan   su    tamaño  después  de  12  horas 
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 aproximadamente y al igual que en estadio L1 no se observan estructuras diferenciales. 

Por otro lado, las larvas en estadio L3 (8 horas) y L4 (8 horas) no solo se diferencian por 

un aumento de tamaño sino también por la aparición del sistema reproductor, evidenciado 

como una media luna blanca en la parte media de la larva L4 (figura 2-2). El último estadio 

es el adulto joven, donde la característica más notoria es su aumento de tamaño y la 

aparición de huevos en el interior del nematodo. Cabe resaltar que no se observaron 

diferencias en las características fenotípicas generales de los estadios larvarios de las dos 

cepas (Figura 2-2). 
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Figura 2-2. Visualización microscópica de los diferentes estadios larvarios de la cepa N2 y NL5901 de C. elegans.  
 

              Huevo                  L1      L2            L3       L4             Adulto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se muestran fotografías de microscopia óptica de los distintos estadios larvarios de C. elegans para la capa N2 y NL5901. Las flechas indican la ubicación del 

huevo o la larva. Los huevos fueron tomados en aumento 40X y los demás estadios larvarios en aumento 10X. Fuente: Realizada por la autora.   

N2 

NL 5901 

20 µm 
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100 µm 

100 µm 
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2.2.2 Características fisiológicas de la cepa C. elegans NL5901 

 

Para evaluar las características fisiológicas de C. elegans cepa mutante NL5901 y N2 

se llevaron a cabo ensayos de longevidad, tasa de reproducción y motilidad.  

 

La longevidad fue determinada observando los nematodos diariamente hasta 

comprobar su muerte.  Como se muestra en la Figura 2-3 A, la cepa NL5901 tuvo una 

supervivencia media de 15 días, mientras que la cepa N2 permaneció viva por 20 días. La 

duración de la cepa mutante se vio significativamente afectada, en comparación con el 

control N2 (p<0.05).  

 

En el ensayo de reproducción se evaluó el número de larvas L1, L2 y L3 que se 

obtuvieron al final de la vida reproductividad del nematodo, observando que los nematodos 

NL5901 presentaron una disminución significativa en el tamaño de cría, pasando de 210 

larvas de la cepa N2 a 75 larvas en la cepa mutante (p<0.001), como se muestra en la figura 

No 2-3 B. 

 

Finalmente se evaluó la motilidad, midiendo la cantidad de ondas del nematodo en 

30 segundos como se muestra en la figura 2-3 C. Los nematodos de la cepa N2 mostraron 

un promedio de 15 ondas en 30 sg, mientras la cepa mutada NL5901 presentó 7 ondas en 30 

sg, como se muestra en la figura No 2-3 D.  

 

Por lo que se puede concluir que los nematodos NL5901 que presentan agregados de 

α-syn en su pared muscular, muestran una longevidad, tamaño de cría y una tasa de motilidad 

significativamente menor (p<0.001) que la cepa silvestre.  
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Figura 2-3 Longevidad, reproducción y motilidad en las cepas NL5901 y N2 
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Se muestran las características fisológicas de la cepa de C. elegans NL5901. (A) Ensayo de longevidad, (B) 

Ensayo de reproducción y (D) Ensayo de motilidad. En (C) se muestra un nematodo en la posición 

correspondiente a una ondulación. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Se muestran los 

promedios ± DE. Los valores son estadísticamente significativos *** (p<0.01).  

 

2.2.3 Visualización de agregados proteicos de α-syn en la cepa mutante 

NL5901 

 

Una de las características de la cepa NL5901 es la presencia de agregados proteicos 

de α-syn marcados con YFP en la pared muscular del nematodo, estos agregados fueron 

observados en larvas L4 por microscopia fluorescente en objetivo 10X. Como se observa en 

la Figura 2-4 A-B, la cepa NL5901 presenta una intensidad de fluorescencia, con respecto a 

la cepa silvestre N2 que no presenta. La intensidad de YFP, que representa la proteína α-syn 

acumulada, fue analizada con el software ImageJ y se comparó con el control, figura 2-4 C, 

en donde se demuestra la diferencia de la intensidad de fluorescencia estadísticamente 

significativa (p<0.001). Los datos representan tres mediciones independientes.  

A B 

D C 
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Figura 2-4. Visualización de la intensidad de fluorescencia de las cepas NL5901 y N2 
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Se muestran Imágenes representativas por microscopia fluorescente en objetivo 10X de un nematodo de la 

cepa N2 y NL5901. Se tomaron imágenes fluorescentes para el cuerpo completo del nematodo L4. Las flechas 

indican la ubicación del nematodo. (A) Cepa N2 (B) Cepa NL5901. (C) Cuantificación de de la fluorescencia 

de YFP- α-syn. La intensidad de YFP, representa la proteína α-syn acumulada, se analizó con el software 

ImageJ y se comparó entre el control. Los datos representaron tres mediciones independientes. Los datos se 

presentaron como la media ± DE. *** Los valores son estadísticamente significativos con respecto al control 

(p<0.01). 
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Capítulo 3. El extracto etanólico de hojas de 

Witheringia coccoloboides afecta la cepa NL5901 

(α-syn) de Caenorhabditis elegans.    

 
 

Se han reportado evidencias referentes al efecto que tienen los extractos de plantas 

sobre la agregación de proteínas asociadas a EN. Estudios experimentales in vitro han 

mostrado que extractos metanólicos de W. coccoloboides tienen un efecto inhibidor sobre 

enzimas  como la acetilcolinesterasa, lo que probablemente es atribuido a la presencia de 

fitocompuestos alcaloides (13, 14). En este sentido, se han descrito fitocompuestos con 

potencial terapéutico para EN dentro de los que se encuentran los alcaloides, las saponinas, 

los esteroles y flavonoides (102). 

  

Por otra parte, como se mostró en el capítulo anterior, la cepa mutante NL5901 

presenta agregados de α-syn que se depositan en la pared muscular y tienen un efecto 

negativo sobre la longevidad, reproducción y motilidad del nematodo, lo que convierte a 

NL5901 en un modelo biológico experimental para el estudio de los agregados de α-syn 

asociados a la EP.  Por lo anterior, el segundo objetivo de este trabajo fue determinar el 

efecto del extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides sobre la longevidad, 

reproducción y motilidad de la cepa NL5901. 
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3.1 Materiales y métodos 

3.1.1 Extracto etanólico de Witheringia cocoloboides. 
 

El extracto etanólico de W. coccoloboides, se obtuvo a partir de hojas de plantas 

recolectadas del Jardín Botánico de la Universidad Tecnológica de Pereira con autorización 

previa del ANLA (Anexo A)  y  conservadas  en  el  invernadero  de  la  Universidad Colegio 

Mayor de Cundinamarca.  Al momento de la colecta las plántulas tenían 8 semanas. Se tomaron 

hojas y se secaron en horno a 50ºC durante 24 a 48 horas para dejar el material vegetal libre de 

agua y permitir la concentración de los fitocomplejos que pudiesen estar presentes en las hojas 

analizadas. Se obtuvieron 4,5 gr de material vegetal que luego fue triturado y macerado con 

etanol absoluto y se dejó en reposo por un mes protegido de la luz y a temperatura ambiente 

(103). Pasado el mes, el macerado con etanol se sometió a rotaevaporación a 40 °C, presión de 

550 mbar durante 1 hora (103). El extracto se secó a temperatura ambiente protegido de la luz 

durante 2 meses. Se obtuvieron 400 mg de extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides, de 

los cuales, se usaron 100 mg para la caracterización cromatográfica en capa fina y 300 mg para 

resuspender en dimetil sulfóxido (DMSO) en una relación soluto solvente de 1:1, es decir 1 

mg/mL. Las diferentes concentraciones usadas del extracto disuelto (0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL y 

1 mg/mL) se realizaron a partir de la siguiente formula: 

 

V1 * C1 = V2 * C2 

 

V: Volumen 

C: Concentración 

1: Inicial      2: Final 
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3.1.2 Cromatografía en Capa delgada 
 

Se realizaron cromatografías en capa fina para determinar la complejidad del 

extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides. Se sembró el extracto (20 -100 µl) sobre 

placas de silica-gel, usando como fase móvil cloroformo y acetato de etilo en una relación 

1:1. Luego, las placas se revelaron con métodos físicos (UV 254 nm y 365 nm) y químicos 

usando diferentes agentes para determinar Esteroides y/o terpenos, Flavonoides, 

Cumarinas, Antroquinonas y Alcaloides. Para cada caso se utilizó el patrón 

correspondiente como muestra la Tabla 3-1.  (104). 

 

Tabla 3-1. Sustancias usadas para realizar cromatografía en capa delgada según clase de 

compuesto. 

 

 

 

Para determinar la presencia de saponinas se realizó el número o índice de espuma, 

el cual se basa en la medición del tiempo que dura la espuma formada al agitar por 2 minutos 

el extracto (1gr) en agua destilada. La persistencia en minutos de la espuma se califica con 

cruces: 5 - 20 min. (+); 20 - 25 min. (++); 30 - Más (+++) (84). 

 

 

 

COMPUESTO 

EVALUADO 

REVELADOR PATRÓN 

Esteroles y/o 

Terpenos 

Vainilla al 1% etanol y A. Sulfúrico 5% 

etanol 

β-Sitosterol 

Flavonoides Difenilboriloxietilamina 1% y 

Polietilenglicol 5% (NP-PEG) 

Flavonoides 

Cumarinas Kedde (1-5 dinitrobenzoico y NaOH 2%) Cumarina 

Alcaloides Dragendorff y KOH 2% I-Hiosciamina 
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3.1.3 Ensayos de longevidad, reproducción y motilidad de la cepa NL5901 

tratada con el extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides 
 
 

Para realizar los ensayos de longevidad, reproducción y motilidad en la cepa NL5901, 

se aplicó 200 µL de cada una de las concentraciones del extracto de hojas de W. coccoloboides 

sobre el botón de la cepa de E. coli OP50 sembradas en el medio NGM.  

 

Los huevos sincronizados de la cepa NL5901 fueron transferidos a placas de NGM con 

la cepa de E. coli OP50 tratada con cada una de las concentraciones del extracto, sin extracto o 

con DMSO (control),  e incubados a 20 ºC hasta alcanzar el estadío larvario L4 para dar inicio 

al ensayo que correspondiera (99, 100). Durante cada uno de los ensayos, los nematodos L4 

fueron transferidos a placas nuevas que contenían  E. coli OP50 sin extracto o tratadas 

previamente con las diferentes concentraciones del extracto o con DMSO como controles. Los 

ensayos de longevidad, reproducción y motilidad fueron realizados como se describió en el 

capítulo anterior (99, 100). Cada uno de los ensayos fue realizado por triplicado. 

3.1.4 Análisis de Datos 
 

Los datos generados se analizaron y graficaron con el programa GraphPad Prism 5, 

(GraphPad Software Corporation San Diego, California, USA). Los datos se analizaron 

utilizando pruebas One-way Anova y Test Dunnet para comparar las diferencias entre los 

grupos tratados y los del control y se usó la prueba de Mantel Cox test para analizar los 

resultados del ensayo de longevidad. Los datos se presentan como la media ± DE de tres 

experimentos diferentes cuando corresponda. Las diferencias se consideraron significativas 

cuando p fue <0.05. 
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3.2 Resultados 

3.2.1 El extracto etanólico de hojas de Witheringia coccoloboides presenta 

esteroles y/o terpenos, flavonoides y alcaloides. 
 

Para determinar el perfil químico del extracto etanólico de W. coccoloboides, se 

realizaron cromatografías en capa delgada reveladas con diferentes agentes, encontrando la 

presencia esteroles y/o terpenos, flavonoides y alcaloides. No se detectó presencia de 

cumarinas ni saponinas. (Tabla No 3-2).  

 

Tabla 3-2. Resultados de la cromatografía en capa delgada del extracto de hojas de W. 

coccoloboides 
 
 

Fitocompuesto Resultado de la cromatografía 

Esteroles y/o terpenos +++ 

Flavonoides + 

Alcaloides + 

Cumarinas - 

Saponinas - 

 

 

Al revelarse la cromatografía con el reactivo para esteroides y/o terpenos se 

evidenció una franja de color azul y morado en el extracto de W. coccoloboides similar al 

Rf del patrón β-Sitosterol lo que sugiere su presencia en el extracto o de algún compuesto 

de polaridad similar (Figura 3-1 A). En el cromatograma para detectar alcaloides se 

observaron franjas de color naranja en el extracto de W. coccoloboides lo que permitió 

sugerir la presencia de estos, aunque menos polares que el patrón I-Hiosciamina utilizado, 

(figura 3-1 B).  La cromatografía para detectar o determinar o flavonoides (Figura 3-1 Ci) 

(Figura 3-1 Cii), mostró franjas de colores amarillo y verdes compatibles con la presencia 

de estos compuestos, con Rf similares o cercanos al del patrón. 
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Finalmente, la cromatografía para identificar cumarinas y leído con luz UV a 365 nm 

tampoco mostró ninguna banda fluorescente típica de este tipo de sustancias (Figura 3-1 D). 

 

Figura 3-1. Cromatografías de capa delgada del extracto de hojas de W. coccoloboides 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se muestra la cromatografía de capa delgada del extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides. (A) 

Esteroides y/o terpenos. (B) Alcaloides, (Ci) Flavonoides leído con revelador, (Cii) luz ultravioleta, (D) 

Cumarinas. Carriles : E : carril con el extracto, P: carril con el Patrón. Las flechas indican la franja de color, 

según corresponda al fitocompuesto evaluado. 
 

Por último, se realizó un ensayo del número o índice de espuma,  y se encontró que la 

persistencia de espuma tuvo una duración de 30 segundos, lo que indica que el extracto 

etanólico de W. coccoloboides es negativo para saponinas. 

3.2.2 El extracto etanólico de hojas de Witheringia coccoloboides afecta la 

reproducción y motilidad de la cepa NL5901 de C. elegans 
 
 

Con el objetivo de evaluar si el extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides tiene 

algún efecto sobre la longevidad, reproducción y motilidad de la cepa NL5901 de C. elegans, 

se expusieron los nematodos a diferentes concentraciones (0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL y 1mg/mL) 

del extracto etanólico de hojas de  W. coccoloboides. 

 

Como se presenta en la Figura 3-2 A, no existe diferencia significativa entre los 

nematodos alimentados con E. coli OP50 tratada con las diferentes concentraciones del 

extracto en comparación con los controles. los nematodos alimentados con la cepa de E. coli 

OP50 tratada con 0.1 mg/mL del extracto mostraron una supervivencia media de 17 días.  

D 
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Mientras que los nematodos alimentados con E. coli OP50 tratada con 0.5 mg/mL del 

extracto mostraron una supervivencia de 18 días y los expuestos a 1mg/mL del extracto de 16 

días, en comparación con el control de DMSO y la cepa NL5901 no tratada que presentaron 

una supervivencia media de 15 días. La supervivencia de los nematodos alimentados con E. 

coli OP50 tratadas con las diferentes concentraciones del extracto etanólico de hojas de W 

coccoloboides no fue estadísticamente significativa en comparación con el control de DMSO 

y la cepa sin tratamiento.  

 

En el ensayo de reproducción se observó que los nematodos alimentados con la cepa 

de E. coli OP50 tratada con 0.1 mg/mL, 0.5 mg/mL y 1 mg/mL del extracto tuvieron un 

tamaño de cría medio de 90, 120 y 75 larvas, respectivamente, mientras que el control de 

DMSO y la cepa NL5901 no tratada presentaron un tamaño de cría medio de 79 y 74 larvas, 

respectivamente. El extracto etanólico de hojas de W coccoloboides a 0,1 y 0,5 mg/mL 

aumentaron el tamaño de cría de los nematodos en un 14% y 52%, respectivamente, en 

comparación con el control de DMSO (p<0.001); y en un 21% y 62%, respectivamente, en 

comparación con la cepa NL5901 no tratada (p<0.001), como se muestra en la Figura 3-2 B.  

 

Finalmente, el ensayo de motilidad mostró que los nematodos alimentados con la cepa 

E. coli OP50 tratada con 0.1 mg/mL, 0.5 mg/mL y 1 mg/mL del extracto presentaron una 

media de 10, 11 y 6 odulaciones en 30 sg respectivamente, mientras que el control de DMSO 

y la cepa NL 5901 no tratada presentaron una media de 7 ondulaciones en 30 sg. El extracto 

etanólico de hojas de W coccoloboides a 0,1 y 0,5 mg/mL mejoraron la locomoción de los 

nematodos en un 42% y 57% respectivamente, en comparación con el control de DMSO y 

con la cepa NL5901 no tratada (p<0.001) como se muestra en la Figura 3-2C.  

 

Por lo tanto, es posible sugerir que el extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides, 

a concentraciones de 0.1 y 0.5 mg/mL, mejoran las características fisiológicas de reproducción 

y motilidad de la cepa NL5901, al presentar un tamaño de cría y una tasa de motilidad mayor, 

estadísticamente significativas con respecto al  control  de  DMSO (p<0.001). Así mismo,   los 
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nematodos  que  no  fueron  alimentados con E.coli OP50 sin tratamiento del extracto 

presentaron características fisiológicas similares al control con DMSO, Figura 3-2.  

 

Figura 3-2. Efecto del extracto de hojas de W. coccoloboides sobre la longevidad, 

reproducción y motilidad de NL5901 de C. elegans.  
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Se muestran las caracterisitcas fisologicas de los nematodos que fueron alimentados con E coli OP50  tratada 

con las diferentes concentraciones del extracto (0.1, 0.5 o 1 mg/mL de extracto de hojas de W. coccoloboides 

con DMSO y sin tratamiento (controles). (A) Ensayo de longevidad, (B) ensayos de reproducción, (C) ensayo 

de motilidad. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Se muestran los promedios ± DE.                

*** Los valores son estadísticamente significativos con respecto al control (p<0.01). ns: No significativo 

estadisticamente.

A 

B C 



     

 
 

 

Capítulo 4. El extracto etanólico de hojas de W. 

coccoloboides afecta los agregados proteicos de           

α-syn y el estrés oxidativo en la cepa NL5901. 

 

Como se observó en los ensayos anteriores, el extracto etanólico de W. coccoloboides 

tiene un efecto positivo sobre la progenie y la motilidad de la cepa NL5901, lo que se podría 

relacionar con una reducción de los agregados a-syn y una reducción en el estrés oxidativo.  

 

  El estrés oxidativo juega un rol importante en la degeneración de las neuronas 

dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson (EP). En este sentido, interrupciones en el 

mantenimiento fisiológico del potencial redox en las neuronas interfieren con varios 

procesos biológicos, que conllevan a la muerte celular. Se ha demostrado que algunos 

componentes celulares son claves en el daño oxidativo originado en la EP (99). Por otra 

parte, se ha reportado que extractos metanólicos de plantas de la familia Solanaceae, 

presentan propiedades con actividad antioxidante, debido a la presencia de fitocompuestos 

como: alcaloides, esteroles, saponinas y flavonoides (14, 62, 105). Así mismo, la 

caracterización fitoquímica general del extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides 

realizada en el presente trabajo, arrojó resultados positivos para la presencia de esteroles, 

alcaloides y flavonoides. 

 

Para comprobar la hipótesis de que el extracto etanólico de W. coccoloboides tiene un 

efecto positivo sobre la progenie y la motilidad de la cepa NL5901 ocasionado por una 

reducción de los agregados α-syn se evaluó el efecto del extracto de hojas de W. 

coccoloboides sobre los agregados de α-syn y el estrés oxidativo de la cepa NL5901. 
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4.1 Materiales y métodos 
 

Los nematodos NL5901 fueron sincronizados y cultivados en cajas con agar NGM con 

E. coli OP50 tratadas con las diferentes concentraciones del extracto etanólico de hojas de W. 

coccoloboides (0,1 mg/mL, 0.5 mg/mL y 1 mg/mL), sin tratamiento del extracto o con DMSO 

como controles. Para el ensayo de estimación de estrés oxidativo, además de la cepa NL5901, 

nematodos N2 fueron sincronizados y cultivados en cajas de agar NGM con E. coli OP50 sin 

ningún tipo de tratamiento. 

4.1.1 Medición de agregados proteicos 
 

Con el fin de evaluar el efecto del extracto de W. coccoloboides sobre los agregados 

proteicos de α-syn, se midió la fluorescencia de los nematodos tratados y sin tratar. Para ello, 

se recolectaron con buffer M9, entre 80-90 nematodos adultos de la cepa NL5901 (10 días de 

la edad adulta) previamente alimentados con E. coli OP50 tratada con 0,1 mg/mL, 0.5 mg/mL 

y 1 mg/mL del extracto y nematodos alimentados con OP50 sin extracto y con DMSO 

(controles).  

 

Inicialmente, para evaluar los nematodos en el microscopio de fluorescencia (Olympus 

BX53M), se realizó un montaje en lámina donde se aplicó agarosa al 5% (100 µL) en el centro 

de una lámina portaobjetos colocando otra lamina encima, con el fin de formar una capa o 

césped de agarosa. Una vez solidificada la agarosa se retiró la lámina superior y se agregaron 

20 µL de una solución de levamisol 1 mM (para inmovilizar los gusanos) en el centro de la 

capa de agarosa. Finalmente, se agregaron los nematodos y se cubrió con una laminilla para 

observar en el microscopio de fluorescencia (89). Los nematodos fueron observados en 

objetivos de 10X y 100X del microscopio de fluorescencia y las fotos analizadas fueron 

tomadas con una cámara Canon EOS 60D en un aumento de ~200X examinando la población 

general y la región de la cabeza de cada gusano respectivamente. Las imágenes tomadas 

fueron analizadas con el programa ImageJ 1.51u (National   Institutes   of   Health,   Bethesda,   

Maryland,  USA)  que  permitió  realizar  una cuantificación de la fluorescencia 

correspondiente a los agregados de α-syn en 30 gusanos por cada tratamiento. El ensayo se 

realizó por triplicado. 
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4.1.2 Ensayo de estimación de estrés oxidativo 
 

Para la detección de especies reactivas de oxígeno (ROS) se utilizó el reactivo 2,7-

diacetato de diclorodihidrofluoresceína (H2-DCF-DA) (D6883, Sigma-Aldrich, USA). El 

principio de la prueba consiste en que al aplicar H2DCF-DA a los nematodos, este reactivo 

entra directamente a las células en donde es hidrolizado por esterasas intracelulares a 2',7'-

dihidrodichlorofluorescin (H2DCF), compuesto polar no fluorescente que se acumula en la 

célula. Cuando hay presencia de ROS en las células, el compuesto es oxidado a 2',7'-

diclorofluorescina (DCF), un compuesto altamente fluorescente que puede medirse en una 

longitud de onda excitante a 501nm (máximo) y una lectura de emisión a 521 nm  (máxima) 

(106, 107), como se muestra en la figura 4-1. 

 

Figura 4-1. Reacciones involucradas en la estimación de ROS usando H2DCF-DA 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fuente: Gerber IB y Dubery IA. (106). La figura muestra en (A) la entrada de H2DCF-DA directamente a la 

célula donde se hidroliza a (B) 2 ', 7'-dihidrodichlorofluorescin (H2DCF) por esterasas intracelulares. Este 

compuesto finalmente se oxida a (C) 2 ', 7'diclorofluorescina (DCF) cuando encuentra ROS intracelulares. (D) 

DCF es un compuesto altamente fluorescente a 501 nm (máximo) de excitación y a 521 nm (máximo) de 

emisión. 
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Para realizar el ensayo de estimación de ROS, inicialmente, se transfirieron a un plato 

de 96 pocillos, aproximadamente 45-50 gusanos de la cepa N2 y NL5901 tratadas y controles 

(10 días de edad adulta) suspendidos en 50 μl de buffer M9. A cada pozo se le añadió el 

reactivo  H2-DCF-DA, 50 μl de una solución 100 µM para alcanzar una concentración final 

de 50 µM. El blanco se preparó agregando 50 μl de buffer M9 y 50 μl del reactivo H2-DCF-

DA. Inmediatamente, se midió la fluorescencia basal en un lector de fluorescencia para 

microplacas (Fluoroskan Ascent, Thermo Fisher Scientific Oy, FIN) en longitudes de onda de 

excitación y emisión de 485 y 520 nm, respectivamente. La placa se mantuvo en constante 

agitación a 20ºC durante 1 hora,  y se realizó una segunda lectura de la microplaca (94, 107). 

Finalmente, los datos fueron analizados para evaluar la producción de ROS determinado por 

las Unidades Relativas de fluorescencia (URF). 

4.2 Resultados 

4.2.1 El extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides disminuye la 

acumulación de α-syn de la cepa NL5901. 

 
El extracto de hojas de W. coccoloboides se suplementó a la dieta normal (E. coli OP50) de 

nematodos L1 sincronizados hasta el décimo día de la edad adulta. Al día 10, se observó la 

fluorescencia de los nematodos tratados y sin tratar (n= 30) (94). Como se muestra en la Figura 

4-2 A, las cepas control sin extracto y la cepa con DMSO mostraron una intensidad de 

fluorescencia marcada, mientras que los gusanos alimentados con E. coli OP50 tratada con 0.1 

mg/mL y 0,5 mg/mL mostraron una intensidad de fluorescencia menor a los controles, de 

manera concentración dependiente, caracterizada por la visualización de grandes espacios 

negros sin fluorescencia en la región de la cabeza. Sin embargo, los nematodos alimentados con 

1 mg/mL del extracto presentaron una intensidad de fluorescencia similar a los controles, sin la 

presencia de espacios negros no fluorescentes. (Figura 3A). 

 

 Al cuantificar la fluorescencia en  la región de la cabeza de los nematodos se observó que  

aquellos alimentados con E. coli OP50 tratada con 0,1 mg/mL y 0, 5 mg/mL presentaron una 

disminución  en   la   intensidad   de   la   fluorescencia   estadísticamente   significativa   (p<0,05) 
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(intensidad de fluorescencia media de 16.000u y 18.000u, respectivamente) en comparación 

con los controles sin extracto y con DMSO (intensidad de fluorescencia media de 32.000u 

aproximadamente).  Los nematodos alimentados con E. coli OP50 tratada con 1,0 mg/mL 

del extracto presentaron una intensidad de fluorescencia media de 33.000u aproximadamente 

que no fue estadísticamente significativa en comparación con los controles sin extracto y 

DMSO (Figura 3B). Teniendo en cuenta lo anterior, se puede sugerir que el extracto 

etanólico de hojas de W. coccoloboides reduce los agregados proteicos de α-syn en la cepa 

NL5901 de C. elegans. 

 

Figura 4-2. Efecto del extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides sobre la 

acumulación de α-syn en la cepa NL5901 
                  

 

 

 

 

 

                  

  

 

 

 

 

 

 

 

                 

                                                                                                 

Se muestran imágenes representativas tomadas por microscopia fluorescente en aumento ~200X de la 

acumulación de α-syn. (A) Región de la cabeza de nematodos NL5901 (n = 30 / tratamiento) de 10 días de 

edad tratados desde el estadío L1 con el extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides (0.1, 0.5 y 1 mg/mL) 

o DMSO. (B). Cuantificación de α-syn a través de la fluorescencia de la YFP en la región de la cabeza, 

analizada con el software ImageJ, se comparó con el control de DMSO y los grupos tratados con el extracto. 

Los datos representaron tres mediciones independientes. Los datos se presentaron como la media ± DE. *** 

Los valores son estadísticamente significativos con respecto al control (p<0.05). 
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4.2.2 La cepa NL5901 tratada con extracto etanólico de W. coccoloboides 

reduce la producción de ROS. 

 

Para determinar la presencia de ROS en los nematodos con agregados proteicos de α-

syn (NL5901) sin tratar y en los que fueron alimentados con E. coli OP50 tratada con el 

extracto, se realizaron mediciones de la fluorescencia producida por la oxidación de H2DCF-

DA en presencia de los radicales libres. 

 

 Inicialmente, se determinó la producción de ROS en la cepa silvestre N2 y NL5901 (α-

syn) sin tratamientos. Como se muestra en la Figura 4-3A, los cambios en la fluorescencia de 

DCF mostraron una media de 5 URF aproximadamente para la cepa NL5901, la cual resultó 

5 veces mayor que la observada para la cepa silvestre N2, con una media de 1 URF 

aproximadamente (p <0.05). Por lo tanto, los nematodos NL5901 que presentan agregados de 

α-syn en su pared muscular, mostraron un aumento significativo en la producción de ROS (p 

<0.05). 

 

Luego de observar que el extracto de hojas de W. coccoloboides inhibió el agregado de 

α-syn en la cepa mutante se determinó si el efecto estaba relacionado con la deuracion de los 

ROS. En la Figura 4-3 B se observa la disminución estadísticamente significativa en la 

fluorescencia de DCF, producida por la menor cantidad de ROS en los nematodos expuestos 

a 0,1 mg/mL y 0,5 mg/mL, con una media de casi 3 URF 2 URF, respectivamente, en 

comparación con los controles sin extracto y DMSO que presentaron una media de 5 URF 

aproximadamente (p <0,05). De forma contraria, los nematodos alimentados con E. coli OP50 

tratada con 1,0 mg/mL del extracto presentaron una media similar a los controles (4 URF).).  
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Figura 4-3 Producción de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) de nematodos NL5901 

alimentados con E. coli OP50 tratada con extracto etanólico de W. coccoloboides. 
 

 

  
 

 

 

 

 

 
Se muestran los ensayo de Estrés oxidativo de la cepa N2 y NL5901 sin y con tratamientos (A) Cepa N2 y 

NL5901 sin tratamiento. (B) Cepas con exposición a cada uno de los tratamientos (0.1, 0.5 y 1 mg/mL) del 

extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides. Los datos se presentaron como la media ± DE. ** Los valores 

son estadísticamente significativos con respecto al control (p<0.05).*** Los valores son estadísticamente 

significativos con respecto al control (p<0.01). 

 

Al tener en cuenta los resultados anteriores, es posible sugerir que la presencia de 

fitocompuestos como alcaloides, esteroles y flavonoides en el extracto etanólico de hojas de 

W. coccoloboides a concentraciones a 0,1 mg/mL y 0,5 mg/mL, podrían tener un efecto 

antioxidante sobre la cepa NL5901 de C. elegans.  
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Capítulo 5. Discusión 

 

 La EP afecta a una de cada 100 personas mayores de 60 años y la DEP afectan a 47 

millones de personas a nivel mundial, y en la actualidad las alternativas terapéuticas no son 

suficientes, por lo que se hace indispensable la búsqueda de nuevas y mejores estrategias 

terapéuticas (108). Así mismo, aunque no está bien establecida la etiología de la EP y las 

DEP, se ha descrito la presencia de agregados proteicos de α-syn en el cerebro de personas 

afectadas, así como también aumento en la producción de ROS en modelos biológicos (58). 

Por lo anterior, y teniendo en cuenta que Colombia es reconocido a nivel mundial en 

diversidad de especies vegetales con propiedades medicinales (64), la búsqueda de posibles 

estrategias terapéuticas que tengan efecto sobre la reducción de los agregados proteicos de 

α-syn asociados a EP y a las DEP, cobra particular interés. En este sentido, estudios in vitro 

con extractos de W. coccoloboides han sugerido ser potenciales terapéuticos para el 

tratamiento de EN. Adicionalmente, el estudio con organismos biológicos como C. elegans 

para observar los efectos in vivo de diversos fitocompuestos sobre agregados proteicos 

asociados a EN, se convierte en gran utilidad para el estudio de este tipo de patologías. Por 

este motivo, este trabajo evaluó el efecto del extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides 

sobre agregados de α-syn en la cepa mutante NL5901 de C. elegans. 

 

De acuerdo a lo anterior, la caracterización de los huevos de los nematodos N2 y 

NL5901 realizada en este trabajo mostró resultados similares a lo expuesto por Riddle y cols 

en 1997, quienes reportan huevos ovalados de aproximadamente 50 µm para la cepa N2 de 

C. elegans (109).  Así mismo, la caracterización de los estadios larvarios para la cepa N2 fue 

similar a lo reportado en el Wormatlas (79, 110) en donde se  describe a los nematodos en 

estadio L1 como los más pequeños (250 µm aprox), sin ninguna estructura diferencial en su 
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interior; los nematodos en estadio L2, de mayor tamaño (360-380µm) y no se observan 

estructuras diferenciales (97). De igual forma, el paso intercambio a estadio larvario L3 (8 

horas), L4 (8 horas) y adulto de N2 observados son similares a  lo reportado en otros estudios, 

que describen un aumento de tamaño proporcional al aumento del estadío (110, 111), 

observación del sistema reproductor del nematodo en el estadio L4 y finalmente, la aparición 

de huevos en el interior del nematodo adulto (111). Aunque no existe en la literatura reporte 

de la caracterización de los estadios larvarios para la cepa NL5901 de C. elegans, el presente 

trabajo no encontró diferencias en comparación con la cepa N2, lo que sugiere que los 

agregados de α-syn humana fusionada a YFP no afectan el tamaño, anatomía y tiempo de 

desarrollo larval de la cepa transgénica de C. elegans. 

 

Se corroboró que los nematodos de la cepa transgénica NL5901 que expresan α-syn 

humana fusionada a YFP en el músculo de la pared de todo el cuerpo incluyendo la cabeza, 

mostraron acumulación de la proteína de fusión YFP (81). Esta acumulación de la proteína 

sugiere una pérdida de la función motora y reproductora que se evidenció en una longevidad, 

movilidad y una capacidad reproductora muy deteriorada. Estos resultados son similares a 

estudios realizados con C. elegans NL5901y N2, donde reportan una disminución en la 

longevidad (~14 días) y la tasa de motilidad (~ 7 ondulaciones/30sg) de los nematodos 

transgénicos en comparación con N2 (~19 días y ~14 ondulaciones/30sg, respectivamente) 

(107). Por lo anterior, es posible sugerir que la cepa NL5901 de C. elegans puede ser usada 

como modelo biológico para evaluar el efecto terapéutico de diferentes compuestos sobre 

los características fisiológicas  que se alteran por los agregados proteicos de α-syn (112). 

 

En los últimos años, los fitocompuestos han ganado una atención considerable en 

las investigaciones que buscan diferentes extractos naturales como estrategias terapéuticas, 

debido a que se cree que estos compuestos naturales pueden tener menos efectos secundarios 

y se les ha reportado actividades neuroprotectoras (102)Por ello,  se realizó una 

caracterización cromatográfica del extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides que 

arrojó resultados positivos para esteroles y/o terpenos, flavonoides y alcaloides, lo que 

confirma  datos ya reportados por Niño y cols en 2004 con relación a la presencia de 

alcaloides en el extracto metanolico de hojas de W. coccoloboides (13). Así mismo, es 

importante mencionar el trabajo  realizado  por  Vallejo  y cols en 2014,   quienes  reportan 
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 la  presencia de alcaloides,  terpenos y triterpenos, saponinas, fenoles y taninos en extractos 

diclorometánicos de partes aéreas de W. coccoloboides, similar a lo observado en el presente 

trabajo con respecto a alcaloides y terpenos, pero discrepante con respecto a la presencia de 

saponinas y flavonoides (62). Dichas discrepancias podrían deberse a las diferencias 

metodológicas usadas desde la recolección, la obtención y la caracterización cromatográfica 

en los estudios. 

 

En este mismo orden, varios estudios han sugerido que los fitocompuestos pueden 

afectar la excitabilidad neuronal a través de la activación o inhibición de receptores y canales 

iónicos específicos (102). Por ejemplo, los flavonoides y terpenos pueden modular la función 

de los receptores gabaérgicos, pueden activar canales de calcio cerebrales y pueden atravesar 

la barrera hematoencefálica, afectando la función cerebral (102). En este sentido, cualquiera 

de los posibles mecanismos que se mencionarán a continuación podrían estar presentes en el 

efecto del extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides observado en este trabajo.  

 

Teniendo en cuenta lo anterior, existen reportes de la inhibición de la agregación 

fibrilación de la α-syn y otras proteínas β-amiloides inducida por flavonoides (113, 114). La 

unión no covalente de flavonoides a la α-syn conduce a la restricción de los cambios 

conformacionales en esta proteína desarrollada nativamente y a la estabilización de especies 

solubles de α-syn modificadas con flavonoides (monómeros y oligómeros) (114). Dentro de 

los requisitos estructurales que parecen ser necesarios para proporcionar a un flavonoide la 

capacidad de inhibir la fibrilación de la α-syn, se atribuyen la presencia de radicales de 

dihidroxifenil vecinales, independientemente de la posición del anillo donde se encontraran. 

En este sentido, los flavonoides con tres grupos hidroxilo vecinales mostraron mejores efectos 

inhibidores sobre la fibrilación de α-syn (114).  

 

Así mismo, algunos estudios han demostrado que ciertos tipos de alcaloides no sólo 

tienen efecto inhibidor de acetilcolinesterasa, sino que, además, pueden tener un efecto 

inductor de autofagia neuronal en diferentes líneas celulares neuronales, incluidas las células 

N2a, SH-SY5Y  y  PC12, en    neuronas   corticales   primarias  y  en   los  cuerpos  grasos  de 
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Drosophila, lo que lleva a la eliminación de α-syn de tipo silvestre, monómeros A53T y 

A30P, y oligómeros de α-syn en células neuronales a través de la  vía  autofagia-lisosoma 

(115). Más importante aún, este fitocompuesto fue capaz de disminuir los niveles de 

expresión de tipo salvaje y α-syn A53T en diferentes neuronas dopaminérgicas humanas 

(115).  

 

Por otro lado, la presencia de terpenos se ha asociado a la inhibición de la 

acetilcolinesterasa en modelos in vitro, atribuyéndole un posible papel terapéutico en las 

enfermedades neurodegenerativas, así como un efecto antioxidante junto con los flavonoides 

en modelos in vivo (116, 117).  

 

En consecuencia, dado que la acumulación de α-syn tiene un efecto negativo sobre 

las características fisiológicas de C. elegans, se probó el extracto etanólico de hojas de W. 

coccoloboides en la cepa NL5901. Se encontró que el extracto de hojas de W. coccoloboides 

mejoran significativamente la puesta de huevos y la motilidad del nematodo, sugiriendo una 

disminución de la acumulación de agregados proteicos de α-syn en la pared muscular, lo que 

favorecería distintos parámetros de la actividad muscular, así como los posibles mecanismos 

para el control sensorial del comportamiento de deposición de huevos y locomoción, aunque 

dichos mecanismos siguen siendo desconocidos. Además de W. coccoloboides, existen 

reportes en la literatura con resultados similares a lo expuesto en este trabajo. Liu y cols 

(año) reportaron que el extracto metanólico del alga Chondrus crispus tuvo un efecto 

favorable en la recuperación de la puesta de huevos y el aumento de la locomoción en la 

cepa NL5901 (α-syn) a una concentración de 0,5 mg/mL (94). Así como, Luisa Diomede y 

cols en 2013 demostraron que un polifenol natural conocido como oleuropeína aglicona 

(OLE), presente en el aceite de oliva extra virgen, disminuyó notablemente la parálisis de la 

cepa CL 2006 (β-mieloide), aumentando la vida útil del nematodo (96). 

 

Luego de observar el efecto benéfico del extracto de hojas de W. coccoloboides 

sobre las características fisiológicas de la cepa NL5901, se procedió a evaluar la 

fluorescencia de los agregados de  α-syn por microscopia fluorescente. Los resultados 

mostraron que el extracto etanolico de hojas de W. coccoloboides a bajas concentraciones 

(0,1 y 0,5 mg/mL), disminuyó significativamente la fluorescencia de la α-syn, lo que sugiere 
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un efecto protector de W. coccoloboides sobre la cepa NL5901. Estos resultados son similares 

a lo reportado por Jinghua Liu y cols en 2015, quienes reportan que el extracto metanólico del  

alga Chondrus crispus,  redujo  significativamente los agregados de α-syn a  una concentración 

de 0,5 mg/mL (94). De forma similar, Pooja Jadiya y cols en 2011, demostraron que Bocapa 

monnieri reduce la agregación de α-syn y previene la degeneración de las neuronas 

dopaminérgicas, sugiriendo que su efecto neuroprotector, es capaz de restaurar el contenido 

de lípidos del nematodo y de aumentar la longevidad de la cepa silvestre N2 (91, 92). Así 

mismo, Zhenhua Shi y cols en 2013 concluyeron que al tratar a la cepa mutante NL5901 de 

C. elegans con el extracto acuoso de Uncaria tomentosa a una concentración de 10 mg/ml, se 

reduce marcada y significativamente la agregación de α-syn (93). 

 

Por otra parte, existe evidencia experimental que sugiere que las ROS  contribuyen 

significativamente a la pérdida neuronal dopaminérgica en el cerebro de pacientes con EP, 

resultado del metabolismo de la dopamina, bajo glutatión (GSH) y altos niveles de hierro y 

calcio en la sustancia negra compacta (4). Además, el cerebro contiene altas concentraciones 

de ácidos grasos poliinsaturados, que en condiciones de estrés oxidativo dan como resultado 

la peroxidación de lípidos y la generación de productos tóxicos (118).  

 

Por lo anterior y teniendo en cuenta que el extracto etanólico de hojas de W. 

coccoloboides produjo una menor deposición de los agregados, disminuyendo la 

fluorescencia, se midieron los niveles de ROS de la cepa NL5901 de C. elegans expuesta o 

no al extracto de hojas de W. coccoloboides. Se observó que la cepa NL5901 que no fue 

expuesta al extracto presentaba niveles aumentados de ROS con respecto al control (N2), lo 

que sugirió que la agregación de α-syn, aumenta los niveles de estrés oxidativo produciendo 

daño celular y afectación en la longevidad, reproducción y motilidad del nematodo. Teniendo 

en cuenta lo anterior, hasta la fecha no se ha reportado mediciones de ROS que comparen la 

cepa N2 y NL5901, sin embargo, Bodhicharla,  reportó niveles promedio de 4 URF para la 

cepa NL5901, usando el reactivo H2-DCF-DA, similar a lo encontrado en este trabajo (107).  
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Se demostró que el extracto de hojas de W. coccoloboides a concentraciones de 

0,1 y 0,5 mg/mL disminuyó significativamente los niveles de ROS en la cepa NL5901 de C. 

elegans, lo que sugiere al disminuir el estrés oxidativo tener un efecto protector sobre el daño 

celular ocasionado por ROS. Lo anterior, se relaciona con estudios realizados por Liu y cols, 

donde demostraron que la suplementación dietética de Chondrus crispus mejora la tolerancia 

al estrés oxidativo en la cepa NL5901 de C. elegans y otras cepas no relacionados con EP 

(119), asociado con la regulación en la expresión aumentadas de los genes de respuesta al 

estrés de las enzimas sod-3 y skn-1 (94). (120). De manera interesante, también se ha 

demostrado que la suplementación dietética con arándanos está asociada a la mejoría de la 

memoria y el rendimiento motor en ratones de edad avanzada (121, 122). Se cree que estos 

beneficios del arándano sobre la salud se deben a la acumulación de antocianinas 

(antioxidantes) en el hipocampo y en la  neocorteza cerebral (123).  

 

Por último, sería interesante esclarecer el mecanismo por el cual el extracto 

etanólico de hojas de W. coccoloboides tiene una acción sobre los agregados proteicos y las 

características fisiológicas de la cepa NL5901 de C. elegans, así como también, para explicar 

su efecto sobre modelos biológicos avanzados. En la figura 5-1, se detalla el modelo teórico 

planteado en este trabajo. Se observan las principales características anatómicas de los 

nematodos hermafroditas de la cepa NL5901 vistas lateralmente. Adicionalmente, se 

muestra un acercamiento de corte transversal de C. elegans hermafrodita, donde se muestran 

los cuatro cuadrantes musculares que rodean al intestino y los embriones, todo contenido 

dentro de la epidermis y la cutícula. Las células musculares contienen  la α-syn marcada con 

YFP (81). Dicha presencia de α-syn en la pared muscular de C. elegans produce una 

disminución de la longevidad, tasa de reproducción y motilidad (81), así como aumento en 

la producción de ROS (107), que afectan las características fisiológicas del nematodo (81). 

 

Al analizar los resultados del presente trabajo, es posible sugerir que el extracto 

etanólico de hojas de W. coccoloboides (EEHWC), produce una reducción de agregados 

proteicos de α-syn, mejorando las características fisiológicas de reproducción y motilidad, 

así como también, disminuye las ROS en la cepa NL5901 de C. elegans.  



56 Evaluación del efecto del extracto etanólico de Witheringia coccoloboides sobre agregados de α-

sinucleína en la cepa NL5901 de Caenorhabditis elegans 

 
Estos efectos beneficiosos sobre la cepa modelo de la EN de Parkinson estudiada se 

deben probablemente a la presencia de flavonoides, esteroles y/o terpenos y alcaloides 

presentes en el extracto etanólico de W. coccoloboides.  

 

Así mismo, este trabajo puede ofrecer nuevas expectativas para estudiar sus posibles 

acciones terapéuticas sobre otros modelos  biológicos  de  EP o  DEP,  teniendo  en cuenta el 

proceso normal de sinapsis colinérgica en condiciones normales (CN) y en Enfermedad de 

Parkinson (EP) o en Demencia asociada a Enfermedad de Parkinson (DEP). En CN la 

acetilcolina (ACh) es sintetizada a partir de acetil-CoA y colina (Ch), por acción de colina 

acetiltransferasa (ChAT) en el soma neuronal (i), y se transporta a la terminal sináptica a través 

de vesículas sinápticas (ii), donde es posible la formación del complejo de proteínas SNARE 

y la entrada de Ca2+ (iii) para liberar la acetilcolina (ACh) (iv)  (41, 72). Por el contrario, en 

EP /DEP se muestra el proceso incompleto de formación del complejo de proteínas SNARE, 

lo que imposibilita la fusión de la vesícula a la membrana y no permite la liberación de la 

acetilcolina (40), asociado a un aumento en la producción de ROS (118). Finalmente se 

sugiere que fitocompuestos de los extractos etanólicos de W. coccoloboides pueden disminuir 

la producción de ROS, posiblemente por una regulación positiva de los genes de respuesta al 

estrés, como lo han demostrado algunos estudios con extractos de otras plantas. Además, la 

disminución de ROS y de los agregados proteicos podrían  ayudar a una supervivencia 

neuronal en EN como la EP  y DEP. 
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Figura 5-1. Modelo teórico del efecto del extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides en la cepa NL5901 de C. elegans y posible 

efecto del extracto en modelos más avanzados. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modelo. Se muestra el efecto del extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides sobre la cepa NL5901 de C. elegans y su posible relación con EP y DEP. Las flechas 

rojas indican el aumento o disminución de α-syn, de las características fisiológicas y de Especies reactivas de oxígeno (ROS) producidas en la cepa NL5901 de C. 

elegans. Las flechas verdes indican la afectación (aumento o disminución) de las características fisiológicas, de α-syn y de ROS producidas en la cepa NL5901 de C. 

elegans al ser alimentados con E. coli OP50 tratada con el extracto (EEHWC). La línea punteada negra indica la asociación de la producción de ROS con la agregación 

de α-syn en modelos biológicos avanzados observados en otros estudios (118).   La línea punteada verde indica una posible relación como fitoterapeutico que podría 

tener el extracto en EN como EP y DEP.  Algunas de las imágenes fueron tomadas y modificadas de las publicadas por Altun y cols 2002-2015, Niewiadomska en 

2009, The Crankshaft en 2017 y Diao J y cols en 2013. 



  

 
 

6. Conclusiones y recomendaciones 

6.1 Conclusiones 
 
 

 Los nematodos de la cepa transgénica de C. elegans NL5901 muestran una 

longevidad, reproducción y una tasa de motilidad significativamente menor 

comparada con la cepa silvestre N2, además, de presentar agregados de α-syn en su 

pared muscular. 

 La cepa transgénica de C. elegans NL5901 presentó una intensidad de fluorescencia 

mayor y un aumento en la producción de ROS, estadísticamente significativos con 

respecto a la cepa silvestre N2. 

 Dentro de los fitocompuestos que componen al extracto etanólico de hojas de W. 

coccoloboides, se encuentran los esteroles y/o terpenos, flavonoides y alcaloides. 

 El extracto de hojas de W. coccoloboides, a concentraciones de 0.1 y 0.5 mg/mL, 

afectó de forma positiva el tamaño de cría y la tasa de motilidad de la cepa NL5901. 

 Se observó una disminución en la fluorescencia de YFP- α-syn en el grupo de la cepa 

NL5901 que fue expuesto a 0.1 y 0.5 mg/mL del extracto etanólico de hojas de W. 

coccoloboides en comparación con los controles sin extracto y con DMSO.  

 Se observó una disminución estadísticamente significativa de la producción de ROS 

en el grupo de la cepa NL5901 que fue expuesto a 0.1 y 0.5 mg/mL del extracto 

etanólico de hojas de W. coccoloboides en comparación con los controles sin extracto 

y con DMSO. 
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6.2 Recomendaciones 
 

Algunos de los aspectos que se podrían realizar en un futuro para emprender investigaciones 

similares o fortalecer la investigación realizada, se encuentran: 

 

 Evaluar los posibles efectos neuroprotectores del extracto etanólico de hojas de W. 

coccoloboides sobre C. elegans. 

 Identificar metabolitos secundarios del extracto etanólico de hojas de W. 

coccoloboides que puedan desempeñar un papel importante sobre el efecto protector 

que se encontró en este trabajo. 

 Cuantificar la disminución de los agregados proteicos de α-syn de los nematodos 

NL5901 tratados con las diferentes concentraciones del extracto etanólico de hojas 

de W. coccoloboides. 

 Probar el extracto etanólico de hojas de W. coccoloboides en otros modelos 

biológicos. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 





 

 

Anexo A: Carta de autorización del ANLA para 

trabajar con plántulas de W. coccoloboides 

 
 
 

 

 

 

 

 



 
 

Anexo B: EMBO Global Exchange Lecture 

Course Small brains, big ideas, Chile, 2016 . 



 

 

 

Anexo C: Biotechnology Summit, México 2016. 
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Anexo D: Segundo Congreso Colombiano de 

Bioquímica y Biología Molecular, Medellín 2017. 

 

 

 

 

 

Certificado de asistencia al evento 

 

Memorias del evento 

Póster 

 



 

 

Anexo E: Expanding C. elegans research: First 

Latin American Worm Meeting, Uruguay, 2017 . 

  Certificado de asistencia al evento 

 

Memorias del evento 

Póster 

 



 
 

Anexo F: 52° Congreso Nacional de Ciencias 

Biológicas, Cali-Colombia, 2017. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Certificado de asistencia al evento 

 

Memorias del evento 

Póster 

 



 

 

Anexo G: Primer Simposio de investigación de 

posgrados en Biotecnología UN, Bogotá 2017 . 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Memorias del evento 

Póster 

 



 
 

Anexo H: IV Congreso Internacional de la 

Asociación Científica Latina – ASCILA, México, 

2017. 

Certificado de asistencia y premiación del evento 

 

Memorias del evento 

Póster 

 



 

 

Anexo I: Registro de valores del Ensayos de 

Longevidad 

 

Dia T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3

1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

2 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

3 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

4 100 100 100 100 93 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 93 100 100 93

5 100 100 100 93 93 93 100 93 100 100 100 100 93 93 93 100 100 93 87 87 93

6 93 100 100 93 87 93 93 93 93 100 100 100 93 80 93 80 73 80 73 80 87

7 93 100 93 87 73 87 87 87 87 93 100 87 80 80 80 67 60 73 60 67 73

8 93 87 87 53 73 73 73 73 73 73 87 87 80 73 80 60 67 67 47 60 67

9 80 73 73 53 53 60 53 53 60 67 73 67 67 67 73 47 47 67 47 47 60

10 73 73 73 53 60 53 53 53 60 53 60 47 60 60 67 47 47 53 47 40 47

11 67 67 53 40 53 53 40 53 53 47 40 40 60 60 53 33 33 40 40 40 40

12 53 60 53 40 53 53 40 40 53 33 40 33 47 40 33 20 27 33 27 33 33

13 53 60 53 33 27 20 20 27 20 27 27 33 40 33 33 20 27 27 20 27 27

14 47 53 47 20 7 7 7 13 20 20 20 13 40 33 33 13 20 27 20 13 20

15 33 47 33 0 0 0 0 0 0 7 0 7 27 27 20 13 13 27 13 13 7

16 20 33 33 0 0 0 20 27 20 7 13 20 7 0 0

17 13 20 20 13 13 13 7 0 7 0 0 0

18 7 7 7 0 7 13 0 0 0

19 0 0 7 0 0 0

20 0 0 0

Porcentaje de Supervivencia %

N2 NL5901 Ensayo 2 NL5901 DMSO NL5901 0.1 mg/mL NL5901 0.5 mg/mL NL5901 1.0 mg/mLNL 5901 Ensayo 1





     

  

 

 
 

Anexo J: Tablas de registro de valores de reproducción 

 

T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3

Nematodo 1 220 180 194 75 80 67 75 70 67 75 77 79 93 112 104 119 110 132 69 75 65

Nematodo 2 201 217 179 70 63 74 80 74 74 85 81 83 83 95 96 115 130 120 78 90 73

Nematodo 3 168 250 217 74 82 79 64 82 81 86 75 84 103 91 79 122 101 123 70 73 71

Nematodo 4 213 198 201 81 74 76 81 63 76 74 78 77 84 88 80 114 120 105 87 74 70

Nematodo 5 234 188 235 65 73 67 79 73 80 78 81 74 82 91 97 128 129 133 75 80 78

Promedio 207,2 206,6 205,2 73,0 74,4 72,6 75,8 72,4 75,6 79,6 78,4 79,4 89,0 95,4 91,2 119,6 118,0 122,6 75,8 78,4 71,4

NL5901 0.5mg/mL NL5901 1.0 mg/mLN2

NL5901 SE 

Ensayo 1 NL5901 DMSO NL5901 0.1 mg/mL

NL5901 SE     

Ensayo 2



     

  

 

 
 

 

Anexo K: Tablas de registro de valores de motilidad 

 

 
 

T1 T2 T3 P T1 T2 T3 P T1 T2 T3 P T1 T2 T3 P T1 T2 T3 P T1 T2 T3 P T1 T2 T3 P

NEMATODO 1 16,00 14,00 15,00 15,00 7,00 8,00 7,00 7,33 7,00 7,00 7,00 7,00 5,00 8,00 5,00 6,00 9,00 11,00 8,00 9,33 10,00 12,00 12,00 11,33 8,00 8,00 8,00 8,00

NEMATODO 2 14,00 13,00 16,00 14,33 5,00 5,00 7,00 5,67 6,00 6,00 7,00 6,33 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 10,00 9,00 9,00 12,00 11,00 12,00 11,67 9,00 5,00 9,00 7,67

NEMATODO 3 14,00 14,00 14,00 14,00 9,00 6,00 8,00 7,67 7,00 5,00 6,00 6,00 5,00 8,00 8,00 7,00 13,00 11,00 10,00 11,33 12,00 10,00 13,00 11,67 8,00 9,00 5,00 7,33

NEMATODO 4 17,00 16,00 17,00 16,67 7,00 5,00 6,00 6,00 7,00 5,00 8,00 6,67 8,00 8,00 8,00 8,00 10,00 10,00 11,00 10,33 11,00 10,00 10,00 10,33 8,00 5,00 8,00 7,00

NEMATODO 5 18,00 17,00 18,00 17,67 5,00 8,00 8,00 7,00 9,00 9,00 8,00 8,67 8,00 5,00 5,00 6,00 10,00 9,00 12,00 10,33 12,00 11,00 11,00 11,33 9,00 5,00 5,00 6,33

NEMATODO 6 16,00 15,00 16,00 15,67 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 8,00 5,00 8,00 7,00 10,00 9,00 12,00 10,33 12,00 12,00 14,00 12,67 5,00 5,00 9,00 6,33

NEMATODO 7 14,00 14,00 15,00 14,33 6,00 5,00 5,00 5,33 6,00 6,00 5,00 5,67 8,00 7,00 7,00 7,33 9,00 12,00 10,00 10,33 9,00 13,00 10,00 10,67 8,00 5,00 5,00 6,00

NEMATODO 8 16,00 14,00 16,00 15,33 6,00 5,00 8,00 6,33 7,00 5,00 5,00 5,67 8,00 8,00 7,00 7,67 13,00 12,00 9,00 11,33 12,00 14,00 12,00 12,67 5,00 8,00 5,00 6,00

NEMATODO 9 16,00 16,00 17,00 16,33 8,00 5,00 7,00 6,67 7,00 5,00 7,00 6,33 8,00 7,00 8,00 7,67 12,00 9,00 10,00 10,33 10,00 13,00 11,00 11,33 9,00 9,00 8,00 8,67

NEMATODO 10 17,00 17,00 18,00 17,33 8,00 6,00 8,00 7,33 7,00 6,00 8,00 7,00 7,00 5,00 8,00 6,67 11,00 8,00 9,00 9,33 11,00 10,00 10,00 10,33 5,00 8,00 5,00 6,00

Total promedio 11,40 6,93

NL5901 0.5 mg/mL NL5901 1.0 mg/mLNL5901 SE Ensayo 1 NL5901 DMSO NL5901 0.1 mg/mL

POBLACION 

N2 NL5901 SE Ensayo 2

15,67 6,63 6,63 7,13 10,20



 

 

Blanco N2 N2 corregido NL 5901
NL 5901 

corregido

1 39.077 38.250 0 52.923 13.846

2 39.077 31.187 0 51.136 12.059

3 39.077 27.320 0 51.594 12.517

4 39.077 30.032 0 53.845 14.768

5 39.077 37.745 48 53.855 14.778

6 39.077 32.164 0 49.340 10.263

7 39.077 35.702 0 52.243 13.166

8 39.077 36.425 0 53.562 14.485

9 39.077 34.132 0 50.185 11.108

10 39.077 33.445 0 54.466 15.389

11 39.077 34.921 0 54.711 15.634

12 39.077 34.580 0 51.237 12.160

13 39.077 30.289 318 50.306 11.229

14 39.077 31.273 73 52.751 13.674

15 39.077 37.778 81 54.477 15.400

16 39.077 38.258 0 50.666 11.589

17 39.077 35.408 0 50.457 11.380

18 39.077 35.288 58 53.317 14.240

19 39.077 38.324 0 53.490 14.413

20 39.077 36.987 0 53.095 14.018

21 39.077 30.451 0 54.775 15.698

22 39.077 38.620 116 53.173 14.096

23 39.077 24.681 0 50.865 11.788

24 39.077 38.749 261 53.805 14.728

25 39.077 37.960 0 53.803 14.726

26 39.077 38.325 0 51.231 12.154

27 39.077 38.121 0 53.242 14.165

28 39.077 37.844 0 54.273 15.196

29 39.077 34.784 0 53.782 14.705

30 39.077 37.273 0 54.982 15.905

Medicion 

Nematodo

Valor Image J Promedio de los triplicados

Anexo L: Tablas de registro de valores del 

software Image J  
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Blanco NL 5901
NL 5901 

Corregido
DMSO

DMSO 

Corregido
0.1 mg/mL

0.1 mg/mL 

Corregido
0.5 mg/mL 

0.5 mg/mL 

Corregido
1 mg/mL

1 mg/mL 

Corregido

1 0.070 35.281 35.281 32.539 32.539 15.077 15.077 19.601 19.601 32.042 32.042

2 0.070 32.765 32.765 32.673 32.673 14.697 14.697 17.921 17.921 33.454 33.454

3 0.070 33.089 33.089 29.250 29.250 15.855 15.855 19.696 19.696 33.392 33.392

4 0.070 28.269 28.269 34.180 34.180 15.216 15.216 24.056 24.056 33.231 33.231

5 0.070 30.649 30.649 31.733 31.733 14.573 14.573 18.853 18.853 31.333 31.333

6 0.070 34.637 34.637 32.862 32.862 14.542 14.542 18.093 18.093 31.935 31.935

7 0.070 28.577 28.577 31.121 31.121 15.179 15.179 16.994 16.994 32.279 32.279

8 0.070 32.538 32.538 31.483 31.483 15.205 15.205 18.833 18.833 30.252 30.252

9 0.070 30.884 30.884 33.080 33.080 14.697 14.697 17.686 17.686 31.605 31.605

10 0.070 27.982 27.982 30.435 30.435 14.943 14.943 18.801 18.801 30.011 30.011

11 0.070 32.491 32.491 31.490 31.490 15.810 15.810 18.405 18.405 33.071 33.071

12 0.070 31.118 31.118 29.237 29.237 14.634 14.634 18.156 18.156 33.419 33.419

13 0.070 32.273 32.273 35.373 35.373 14.823 14.823 14.554 14.554 30.400 30.400

14 0.070 30.425 30.425 34.525 34.525 14.912 14.912 20.037 20.037 33.531 33.531

15 0.070 32.980 32.980 33.941 33.941 15.075 15.075 18.422 18.422 34.376 34.376

16 0.070 30.832 30.832 32.337 32.337 13.914 13.914 19.031 19.031 31.788 31.788

17 0.070 33.071 33.071 34.038 34.038 16.600 16.600 19.406 19.406 33.158 33.158

18 0.070 29.936 29.936 34.266 34.266 15.495 15.495 17.040 17.040 32.486 32.486

19 0.070 31.982 31.982 33.951 33.951 14.529 14.529 18.233 18.233 35.065 35.065

20 0.070 32.904 32.904 32.967 32.967 15.217 15.217 16.469 16.469 33.330 33.330

21 0.070 30.055 30.055 31.738 31.738 14.632 14.632 21.074 21.074 34.160 34.160

22 0.070 32.482 32.482 30.699 30.699 15.208 15.208 18.898 18.898 36.891 36.891

23 0.070 32.837 32.837 32.504 32.504 14.381 14.381 20.701 20.701 33.643 33.643

24 0.070 32.138 32.138 32.973 32.973 16.143 16.143 19.496 19.496 35.576 35.576

25 0.070 33.147 33.147 35.263 35.263 16.289 16.289 17.443 17.443 33.687 33.687

26 0.070 31.354 31.354 33.001 33.001 13.613 13.613 20.051 20.051 31.703 31.703

27 0.070 34.283 34.283 33.118 33.118 14.423 14.423 20.242 20.242 31.663 31.663

28 0.070 33.318 33.318 35.247 35.247 16.312 16.312 18.818 18.818 36.103 36.103

29 0.070 33.584 33.584 31.445 31.445 15.493 15.493 19.390 19.390 35.977 35.977

30 0.070 34.088 34.088 35.706 35.706 14.838 14.838 18.232 18.232 36.388 36.388

Valor Image J Promedio de los tripicados
Medicion 

nematodo

Anexo L: Continuación… 



     

  

 

 
 

Measurement count: 1   Ex: 485 Em: 538 Scaling Factor : 0.375/0.403 Medida 1 corregido

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 T1 T2 T3 Promedio
A 0,162 0,2262 0,3612 Blanco 0,162 0,1592 0,1619 0,16

B 0,1592 0,3383 0,2641 NL5901 0,14 0,20 0,17 0,17

C 0,1619 0,362 0,329 N2 0,19 0,16 0,07 0,14

D 0,3003 0,3419 0,356 N 5901 DMSO 0,18 0,20 0,18 0,19

E 0,3632 0,3563 0,3912 NL 5901 0,1 mg/mL 0,20 0,18 0,15 0,18

F 0,333 0,3422 0,1528 NL 5901 0,5 mg/mL 0,07 0,20 0,10 0,12

G 0,3475 0,3119 0,1534 NL 5901  1 mg/mL 0,17 0,19 0,23 0,20

H 0,3164 0,2281 0,16 Vacío 0,1528 0,1534 0,16 0,16

2da Lectura 3:55pm

Measurement count: 1   Ex: 485 Em: 538 Scaling Factor : 0.375/0.403 Medida 2 corregido

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 T1 T2 T3 Promedio
A 0,1917 0,928 2,047 Blanco 0,1917 0,1827 0,1827 0,19

B 0,1827 5,4395 1,813 NL5901 4,30 5,24 4,57 4,70

C 0,1899 4,4922 5,048 N2 0,64 0,50 0,74 0,62

D 4,483 5,3942 4,194 N 5901 DMSO 5,25 4,31 5,21 4,92

E 5,422 2,6675 4,225 NL 5901 0,1 mg/mL 2,48 2,37 3,47 2,77

F 4,759 2,5532 0,1807 NL 5901 0,5 mg/mL 0,52 1,86 1,63 1,33

G 0,8215 3,6532 0,1893 NL 5901  1 mg/mL 4,86 4,01 4,04 4,30

H 0,6825 0,7015 0,1928 Vacío 0,1807 0,1893 0,1928 0,19

Estimación 

de 

Producción 

ROS T1

T1 T2 T3 Promedio

NL5901 4,16 5,03 4,40 4,53

N2 0,45 0,34 0,68 0,49

DMSO 5,08 4,11 5,03 4,74

0,1 2,29 2,19 3,32 2,60

0,5 0,45 1,66 1,52 1,21

1 4,69 3,81 3,81 4,11

Anexo M: Tablas de registro de Unidades Relativas de Fluorescencia (URF) de 

medición de ROS 

 

 



     

  

76 Anexo L: Tablas de registro URF de medición de ROS   

 

 

 
 

Measurement count: 1   Ex: 485 Em: 538 Scaling Factor : 0.375/0.403 Medida 1 corregido

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 T1 T2 T3 Promedio
A 0,1433 0,3625 0,2983 Blanco 0,1433 0,1692 0,1689 0,16

B 0,1692 0,4491 0,3874 NL5901 0,27 0,23 0,27 0,26

C 0,1689 0,3892 0,3432 N2 0,04 0,12 0,20 0,12

D 0,4301 0,4023 0,3834 N 5901 DMSO 0,29 0,23 0,24 0,25

E 0,3922 0,3673 0,4028 NL 5901 0,1 mg/mL 0,21 0,14 0,19 0,18

F 0,4283 0,3023 0,1482 NL 5901 0,5 mg/mL 0,10 0,14 0,23 0,15

G 0,1975 0,3478 0,1593 NL 5901  1 mg/mL 0,18 0,22 0,24 0,22

H 0,2832 0,2564 0,1601 Vacío 0,1528 0,1534 0,16 0,16

2da Lectura 9:46am

Measurement count: 1   Ex: 485 Em: 538 Scaling Factor : 0.375/0.403 Medida 2 corregido

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 T1 T2 T3 Promedio
A 0,1837 1,1832 0,9823 Blanco 0,1837 0,1982 0,1902 0,19

B 0,1982 5,8329 1,6823 NL5901 5,55 4,70 5,35 5,20

C 0,1902 5,4583 4,9823 N2 0,93 0,79 0,99 0,91

D 5,7364 5,0123 5,7834 N 5901 DMSO 5,64 5,27 4,82 5,24

E 4,8923 2,8012 5,3923 NL 5901 0,1 mg/mL 2,61 3,73 2,39 2,91

F 5,5421 3,9237 0,1792 NL 5901 0,5 mg/mL 2,81 0,79 1,49 1,70

G 1,1232 2,5834 0,1982 NL 5901  1 mg/mL 4,79 5,59 5,20 5,20

H 0,9832 3,002 0,1892 Vacío 0,1792 0,1982 0,1892 0,19

Estimación 

de 

Producción 

ROS T2

T1 T2 T3 Promedio

NL5901 5,28 4,47 5,08 4,94

N2 0,90 0,67 0,79 0,79

DMSO 5,35 5,04 4,58 4,99

0,1 2,40 3,59 2,21 2,73

0,5 2,72 0,65 1,26 1,54

1 4,61 5,37 4,96 4,98

Measurement count: 1   Ex: 485 Em: 538 Scaling Factor : 0.375/0.403 Medida 1 corregido

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 T1 T2 T3 Promedio
A 0,1672 0,2193 0,2903 Blanco 0,1672 0,1689 0,1582 0,16

B 0,1689 0,3283 0,3283 NL5901 0,17 0,22 0,21 0,20

C 0,1582 0,3743 0,3343 N2 0,13 0,14 0,05 0,11

D 0,3392 0,34823 0,3102 N 5901 DMSO 0,16 0,21 0,18 0,19

E 0,3829 0,3782 0,3892 NL 5901 0,1 mg/mL 0,21 0,15 0,18 0,18

F 0,3765 0,3172 0,1762 NL 5901 0,5 mg/mL 0,15 0,13 0,16 0,15

G 0,2983 0,3482 0,1682 NL 5901  1 mg/mL 0,17 0,15 0,22 0,18

H 0,3092 0,3192 0,1892 Vacío 0,1528 0,1534 0,16 0,16

2da Lectura 3:44 p. m.

Measurement count: 1   Ex: 485 Em: 538 Scaling Factor : 0.375/0.403 Medida 2 corregido

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 T1 T2 T3 Promedio
A 0,2093 1,5623 2,0192 Blanco 0,2093 0,1782 0,1892 0,19

B 0,1782 5,6723 3,8237 NL5901 5,82 5,68 4,84 5,45

C 0,1892 4,9832 5,8237 N2 0,82 0,70 1,37 0,96

D 6,0123 6,6734 5,0923 N 5901 DMSO 5,48 4,79 6,48 5,58

E 5,872 3,5623 5,9893 NL 5901 0,1 mg/mL 3,37 2,37 2,48 2,74

F 5,032 2,5634 0,1982 NL 5901 0,5 mg/mL 3,00 1,83 3,63 2,82

G 1,0133 2,6734 0,1792 NL 5901  1 mg/mL 5,63 4,90 5,80 5,44

H 0,8934 3,1932 0,1992 Vacío 0,1982 0,1792 0,1992 0,19

Estimación 

de 

Producción 

ROS T3

T1 T2 T3 Promedio

Promedio 

Estimación 

de 

Producción 

ROS

T1 T2 T3 Promedio

NL5901 5,65 5,46 4,63 5,25 NL5901 5,0266 4,9885 4,7043 4,91

N2 0,69 0,56 1,32 0,85 N2 0,6774 0,5226 0,9277 0,71

DMSO 5,32 4,58 6,30 5,40 DMSO 5,2489 4,5753 5,3017 5,04

0,1 3,16 2,22 2,30 2,56 0,1 2,6156 2,6654 2,6066 2,63

0,5 2,85 1,70 3,47 2,67 0,5 2,0035 1,3388 2,0856 1,81

1 5,46 4,75 5,57 5,26 1 4,9217 4,6459 4,7803 4,78

Anexo M: Continuación…
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