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1. Resumen 

La característica principal de la mayoría de las enfermedades neurodegenerativas 

como la enfermedad de Parkinson, Alzheimer y la esclerosis lateral amiótrofica, 

entre otras, es la formación de agregados proteicos intra o extracelulares. Estas 

patologías no tienen cura, por lo tanto la búsqueda de nuevas estrategias 

terapéuticas para dar solución a estas enfermedades es de amplio interés. En este 

ámbito la utilización de moléculas provenientes de extractos naturales de flora 

nativa con propiedad bioactivas propone una nueva área de desarrollo 

biotecnológico. Por otra parte, la tecnología Cellomics se posiciona como una 

herramienta de gran versatilidad la cual permite realizar de forma automatizada y 

a gran escala ensayos celulares in vitro.  

En este trabajo se estudiaron las propiedades anti-agregación de extractos 

de hoja de Ugni Molinae (Murtilla), las cuales poseen propiedades anti-

inflamatorias, así como también propiedades contra la agregación del péptido Aβ 

en ensayos in vitro. 

En la presente tesis se logró desarrollar un ensayo automatizado para 

medir agregación de Huntingtina, con el cual se identificaron extractos de hoja de 

Murtilla provenientes de ciertos genotipos presentan la propiedad de disminuir 

agregados proteicos asociados a la enfermedad de Huntington. Además en este 

proyecto de título se han establecido una variedad de modelos in vitro de 

proteinopatías los cuales se plantean como una potente herramienta en la 

búsqueda de mecanismos moleculares que subyacen eventos patológicos en 

enfermedades neurodegenerativas.  
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2. Abstract 

The main feature of most neurodegenerative diseases such as Parkinson's 

disease, Alzheimer's and amyotrophic lateral sclerosis, among other is the 

accumulation of intra or extracellular protein aggregates. These diseases have no 

cure, so the search for new therapeutic strategies to these diseases is of broad 

interest. In this context the use of molecules from natural extracts of native flora 

with bioactive property proposes a new area of biotechnology  

Moreover, the Cellomics technology is positioned as a versatile tool which 

enables automated and large-scale in vitro testing, In this work the anti-

aggregation properties of leaf extracts Ugni Molinae (Murtilla), which have anti-

inflammatory properties, as well as preliminary studies have linked properties 

against Aß peptide aggregation in vitro assays were studied. 

In this thesis it was possible to develop an automated assay for measuring 

huntingtin aggregation, it was possible to identify genotypes of Murtilla with the 

property to decrease protein aggregates associated with Huntington's disease. Also 

in this project we have established a variety of in vitro models of proteinopathies 

which arise as a powerful tool in the search for molecular mechanisms underlying 

pathological events on neurodegenerative diseases.  
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3. Introducción  

3.1 Enfermedades Neurodegenerativas 

Los trastornos neurodegenerativos tienen una prevalencia superior al 12% 

de la población mundial, siendo la enfermedad de Alzheimer (EA) la de mayor 

incidencia ya que afecta al 10% de la población mayor de 65 años y más del 50% 

de la población mayor de 85 años (Brayne 2007). La prevalencia de las demencias 

es de 5% a 8% de los individuos entre 65-70 años. Esta se duplica a partir de los 

65 años siendo de 15% a 20% en los mayores de 75 años y de 25% a 50% en los 

mayores de 85 años. La EA y otras demencias afectan en la actualidad entre 24 y 

37 millones de personas, cifra que podría llegar a 115 millones de aquí a 2050. En 

Chile, actualmente 1,06% de la población (180.000 personas) padecen EA u otra 

demencia, situación que aumentara en el año 2050 a cerca de un 3.10% de la 

población (626.000 personas). En Chile no existen datos epidemiológicos acerca 

de la incidencia de éstas enfermedades, sin embargo se estima que cerca de 

100.000 personas padecen de la EA y unas 25.000 a 35.000 personas están 

afectadas por la enfermedad de Parkinson (EP) (Fuente: Minsal). 

Las enfermedades neurodegenerativas no tienen cura y es necesario 

conocer los mecanismos moleculares que subyacen a los eventos patológicos 

descritos en estas enfermedades así como desarrollar nuevas estrategias 

terapéuticas implicadas en dar solución a este problema (Arosio et al. 2014). 
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3.2 Agregados proteicos  

Uno de los eventos patológicos transversal observado en la mayoría de las 

enfermedades neurodegenerativas como la EA, EP, esclerosis lateral amiotrófica 

(ELA), entre otras es la acumulación de proteínas mal plegadas en los distintos 

grupos neuronales afectados en estas patologías (Matus et al. 2011). Estos 

agregados proteicos son los responsables de la alteración crónica de la 

homeostasis proteica que lleva a la degeneración y muerte neuronal (Skovronsky 

et al. 2006). Este evento, a su vez, es el responsable de los signos que caracterizan 

a este tipo de enfermedades, tales como el deterioro en la capacidad motora y 

cognitiva de los pacientes. La alteración de la homeostasis proteica causada por 

estos cúmulos proteicos anormales ha sido relacionada directamente con la 

aparición de defectos en la actividad sináptica, además de alteraciones en el 

transporte axonal, estrés oxidativo, alteración de síntesis proteica, cambios 

transcripcionales, entre otros (Vidal et al. 2011, Hetz et al. 2014). Existe una 

extensa literatura donde se ha descrito que la modulación de los procesos celulares 

involucrados en revertir o evitar la formación de estos agregados proteicos puede 

disminuir la aparición de los signos asociados a enfermedades neurodegenerativas 

(Trippier et al. 2013, Ciechanover et al. 2015).  

La presencia de inclusiones proteicas en el sistema nervioso central es 

una característica que se manifiesta en gran parte de las enfermedades 

neurodegenerativas (Soto, 2003). Esta condición se genera debido a cambios 

conformacionales que sufren ciertas proteínas  y que  resultan en la exposición de 
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las regiones hidrofóbicas, las cuales promueven la oligomerización y la formación 

de agregados (Chiti & Dobson, 2006; Kayed et al., 2003).  

En el caso de la ELA se ha descrito la presencia de inclusiones insolubles 

de SOD1, TDP-43, FUS y C9orf72, las cuales en determinadas circunstancias son 

tóxicas para la célula. Inclusiones proteicas de SOD1 han sido identificadas en 

modelo murino y en pacientes con ELA (Forsberg et al., 2010; Shibata et al., 

1996). A pesar de que los mecanismos que subyacen a la patogénesis de SOD1 

mutante aún no son totalmente comprendidos, se ha relacionado con múltiples 

procesos que generan toxicidad celular, dentro de los cuales se encuentra; estrés 

de retículo endoplásmisco, disfunción mitocondrial, desregulación en el transporte 

axonal y acumulación de proteínas. Probablemente la convergencia de dos o más 

de estos mecanismos sea capaz de generar la pérdida o disfunción de las neuronas 

(Andersen and Al-Chalabi, 2011; Pasinelli and Brown, 2006).  

Otra causa de la generación de estos agregados proteicos es por 

mutaciones genéticas, las cuales se traducen en proteínas anormales (Bertram et 

al. 2005). Por ejemplo, en el caso de la EH es causada por la repetición de las 

secuencias CAG en el gen HTT, resultando en la expresión de una región repetida 

de glutaminas en la proteína huntingtina (Htt) (Reiner et al. 2011). La secuencia 

de poliglutaminas (PolyQ) en dicha proteína y su extensión es la causante de que 

la versión mutante de huntingtina (mHtt) sea propensa a formar agregados (Bates 

2003, Ignatova et al. 2006). Estas inclusiones proteicas son las responsables de la 

muerte de neuronas ubicadas en el cuerpo estriado y que finalmente se refleja en 

el déficit motor observado en los pacientes (Evert et al. 2000). 
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En los casos genéticos de la EA, la mutación de los genes PSEN 1 y 

PSEN2, que codifican para las proteínas involucradas en el procesamiento de la 

proteína precursora de amiloide (APP), genera el aumento de la agregación del 

péptido beta Amiloide (Aβ). Este evento, además de la acumulación extracelular 

de agregados de la proteína Tau está implicado en la muerte de las neuronas 

hipocampales generando los signos asociados a pérdida de memoria (Sherrington 

et al. 1995, Citron et al. 1997, Rogaeva 2002). 

Estos antecedentes, sugieren que la formación de agregados proteicos es 

un evento común en las distintas enfermedades neurodegenerativas y por lo tanto, 

la búsqueda de estrategias terapéuticas que eviten o disminuyan la formación de 

estos agregados proteicos neurotóxicos es un importante tópico de interés. 

Actualmente, existe una búsqueda constante de herramientas moleculares para 

aliviar la neurodegeneración, tales como la terapia génica, la inmunoterapia, y las 

terapias celulares, entre otras. Sin embargo, hasta la fecha no existen 

medicamentos efectivos que mejoren exitosamente los síntomas de los pacientes 

que padecen este tipo de patologías. Una de las áreas más promisorias en la 

búsqueda de una posible terapia es la farmacología, en donde diferentes tipos de 

moléculas han sido postuladas como posibles agentes que reduzcan la muerte 

neuronal. 

3.3 Compuestos Naturales con propiedad Anti agregación 

 

La aplicación de moléculas pequeñas para el tratamiento de enfermedades 

neurodegenerativas es de gran interés en la industria farmacéutica, ya que consiste 
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en una estrategia poco invasiva, de fácil administración y producción a gran 

escala. Una serie de antecedentes bibliográficos han demostrado que antioxidantes 

específicos de origen vegetal tienen una capacidad para disminuir los efectos 

adversos observados en enfermedades neurodegenerativas como la EA o la EP 

(Wollen 2010, Rojas et al. 2012). Entre los compuestos más destacados se 

encuentra el polifenol epigalocatequina-3-galato (EGCG) proveniente de la planta 

de té Camilla sinensis. Este compuesto tiene la capacidad de actuar directamente a 

un gran número de proteínas que están implicadas en el plegamiento de proteínas 

y así, disminuir el proceso de agregación proteica (Bieschke 2013). Además, se 

han descrito una serie de compuestos de origen natural que han presentado efectos 

positivos sobre la pérdida de memoria asociados con la EA. Entre ellos, destacan 

compuestos naturales tales como la galantamida, el Ginkgo Biloba y el Ginseng, 

los cuales han demostrado mejorar las capacidades cognitivas en modelos 

animales de la EA (Bores et al. 1996, Zhao et al. 2009). En el caso de la EP, 

también se han utilizado compuestos de origen natural como flavonoides que han 

demostrado tener actividad neuroprotectora en modelos celulares de agregación 

proteica (Caruana et al. 2011, Kang et al. 2013).  

Aun cuando existen variados antecedentes respecto al efecto 

neuroprotector de ciertos compuestos identificados desde extractos de plantas, 

actualmente no se ha logrado confirmar su efecto real en pacientes, ya sea, por la 

limitada capacidad de realizar pruebas en pacientes o por lo poco efectivos que 

han demostrado ser muchos de los compuestos probados en ensayos clínicos. Aun 

así, la búsqueda de compuestos biológicamente activos en este tipo de 

SO
LO

 USO
 ACADÉMICO



16 
 

enfermedades sigue siendo intenso e impulsado por las empresas farmacéuticas. A 

continuación se describen algunos ejemplos exitosos de compuestos que se 

aplican o pueden aplicarse en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.  

Un ejemplo de estos compuestos, es la rapamicina en Isla de Pascua, que 

ha mostrado una eficacia muy alta en inducir la eliminación de proteínas 

anormales en muchos trastornos neurodegenerativos (Bove et al. 2011). Este 

medicamento se utiliza en la clínica como inmunosupresor y como droga anti-

tumoral en todo el mundo, sin embargo, su posible aplicación para enfermedades 

cerebrales ha sido cuestionado, debido a sus efectos secundarios adversos 

(Rubinsztein et al. 2011). Otro ejemplo, lo constituye la trehalosa, una molécula 

pequeña implicada en el proceso de autofagia donde las proteínas anormales son 

recicladas y/o eliminadas (Zhang et al. 2014). Este compuesto es capaz de revertir 

la formación de agregados proteicos y ha demostrado tener un potente efecto 

neuroprotector en modelos preclínicos de enfermedades neurodegenerativas como 

Huntington (Tanaka et al. 2004) y ELA (Castillo et al. 2013). 

Existen además compuestos orgánicos presentes en extractos de té verde, 

que reduce la producción y agregación de la proteína Aβ en modelos murinos y 

celulares de la EA. Estos modelos corresponden a cultivos de células neuronales 

que expresan la proteína APP involucrada en la EA, donde se observó una 

disminución de la formación de agregados de Aβ (Morris et al. 2002). El 

compuesto EGCG, es el flavonoide más importante extraído de hojas de té verde, 

el cual es capaz de reducir la actividad de enzimas involucradas en el 

metabolismo de la proteína Aβ. Además de disminuir el contenido de este péptido 
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neurotóxico disminuyendo la muerte neuronal en modelos experimentales de la 

EA (Vassallo 2008). Adicionalmente, existen otros ejemplo con compuestos 

derivados de Orceína, un colorante fenoxazina aislado del liquen Roccella 

tinctoria, que genera una disminución de los agregados de Aβ (Bieschke et al. 

2012). 

En los últimos años ha sido de gran interés el desarrollo de inhibidores de 

la agregación de la proteína α-sinucleína para la prevención y el tratamiento de la 

EP (Amer et al. 2006). De hecho, un grupo importante de estos compuestos ha 

demostrado un efecto protector contra la agregación de α-sin, este conjunto 

corresponde a los polifenoles. Estos compuestos naturales son muy beneficiosos 

para nuestra salud, los cuales están presentes en la dieta y en diversas plantas 

medicinales (Vassallo 2008),  frutas, verduras y bebidas, como el té, el vino tinto, 

manzanas, bayas y berries (Scalbert et al. 2005). Los compuestos polifenólicos 

identificados con actividad neuroprotectora frente a la EP incluyen baicaleína 

(BAIC) (Zhu et al. 2004), el compuesto EGCG (Ehrnhoefer et al. 2008, Bieschke 

et al. 2010), ácido rosmarínico (RA) (Rao et al. 2008), ácido tánico (TA), ácido 

nordihidroguaiarético (NDGA), Curcumin, miricetina (Myr), kaempferol, 

catequina y epicatequina (Ono et al. 2006). Estudios adicionales mostraron que 

varios polifenoles inhiben la formación de fibras de la proteína α-sin y son 

capaces de formar estados solubles de esta proteína las cuales resultan no ser  

neurotóxicas (Masuda et al. 2006, Meng et al. 2009)  

A pesar que en nuestro país existe un escaso desarrollo de la búsqueda de 

compuestos naturales únicos, hay importantes grupos de investigadores dedicados 
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a aislar y caracterizar las propiedades fisicoquímicas de compuestos naturales. 

Nuestro país cuenta con una vasta fuente de recursos naturales poco explorados a 

nivel biotecnológico. En particular, posee una flora muy diversa y única a nivel 

mundial, debido al aislamiento geográfico de Chile, que podría tener un potencial 

biotecnológico y un valor agregado muy interesante. 

 

3.4 Propiedades bioactivas de Ugni molinae 

Una de las especies que ha causado mayor interés tanto nivel internacional 

como nacional son los berries. Dentro de estos, la murtilla o Ugni molinae Turcz 

que es una especie nativa de Chile, conocida comúnmente como murta o uñi. 

Crece a lo largo del sur de Chile, es un arbusto de aproximadamente 1,5 - 2 

metros de altura. Sus frutos se utilizan para hacer diferentes preparaciones caceras 

como mermelada, jugos, repostería y licores (Ah-Hen 2011). Se ha demostrado 

que estos frutos poseen una rica y diversa composición de compuestos bioactivos 

con propiedades medicinales, los cuales han sido intensamente estudiados 

(Schreckinger et al. 2010). 

Con el fin de caracterizar las moléculas que contiene estas plantas se 

realizan extracciones químicas a partir de las diferentes secciones de la planta las 

cuales difieren en los tipos y cantidades de las moléculas que la componen.  

Existe una serie de extractos (hexano, diclorometano, acetato de etilo y etanol) de 

las hojas de la especie Ugni molinae. Estos extractos presentan diferentes 

compuestos provenientes de las hojas de murtilla, por ejemplo en el caso de la 

fase derivada de acetato de etilo esta enriquecida con polifenoles y triterpenoides, 
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en el caso de la fase etanolica esta preferentemente compuesta de triterpenoides 

pentaciclicos y polifenoles con polaridades más bajas que la anterior. Estos 

extractos han sido validados por demostrar una elevada actividad anti-inflamatoria 

identificados en un modelo in vivo de inflamación tópica en ratones (Aguirre et al. 

2006). Además, se han descrito propiedades analgésicas de extractos seriados de 

diclorometano, acetato de etilo y metanol de hojas de murtilla en modelos in vivo 

de ratón utilizando diferentes ensayos de inducción químicos y térmicos de dolor 

agudo, los cuales finalmente validaron el uso popular de hojas de murtilla como 

analgésico a diversas dolencias (Delporte et al. 2007). 

En el marco de las propiedades de anti-agregación, estudios preliminares 

del laboratorio de la Dra. Carla Delporte de la Universidad de Chile colaboradora 

en este proyecto, indicaron una disminución de agregados del péptido Aβ 

asociados a la EA por la acción extractos de hoja de murtilla en modelos in vitro. 

Estos datos junto con lo descrito previamente, nos hace postular a estos extractos 

como un atractivo candidato para evaluar su actividad biológica sobre los 

agregados proteicos asociados a enfermedades neurodegenerativas. 

 

3.4 Microscopía automatizada a gran escala 

En los últimos años, técnicas avanzadas de microscopía tales como la 

espectroscopia de correlación de fluorescencia (FCS), análisis de distribución de 

intensidad de fluorescencia (FIDA) y el escaneo de objetivos intensamente 

fluorescentes (SIFT), han sido utilizados como herramientas poderosas para el 

análisis del proceso de agregación proteica anormal en modelos celulares de 
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diversas enfermedades neurodegenerativas (Giese et al. 2005, Kostka et al. 2008). 

Sin embargo, el uso de estas técnicas de microscopía es poco viables en la 

búsqueda de nuevas drogas a gran escala, debido a que no es posible realizar 

estudios con cientos a miles de drogas al mismo tiempo.  

Hoy en día el uso de plataformas automatizadas en la captura y análisis de 

imágenes de fluorescencia de miles de células están siendo aplicadas en la 

búsqueda de biomoléculas activas (Ramm et al. 2003, Almholt et al. 2004, 

Lundholt et al. 2005). La tecnología Cellomics ha sido una de las más utilizadas 

en el análisis a gran escala y de forma automatizada para la búsqueda de nuevas 

drogas. Esta tecnología presenta diversas ventajas, entre ellas, permite utilizar 

concentraciones nanomolares de los compuestos a estudiar y presenta una gran 

sensibilidad en la detección de fluorescencia de las muestras analizadas. En la 

actualidad las empresas farmacéuticas y biotecnológicas más importantes del 

mundo realizan pesquisas a gran escala de compuestos químicos sintéticos y 

naturales en bioensayos simples que reflejen algún aspecto central de la 

enfermedad de interés. De hecho la mayoría de los fármacos identificados en la 

última década para el tratamiento de patologías se han encontrado mediante el uso 

de sistemas automatizados.  

En esta tesis se utilizará la tecnología Cellomics, con el objetivo de 

identificar compuestos derivados de hoja de murtilla con posibles propiedades 

bioactivas utilizando microscopia automatizada. Una de las tecnologías centrales 

en este trabajo fue desarrollar modelos in vitro de enfermedades 

neurodegenerativas como por ejemplo de la EA, EH y EP. Estas son herramientas 
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indispensables en el área de la búsqueda de nuevas drogas. La convergencia de 

todo este desarrollo de nuevas tecnologías, permitirá en un futuro utilizar 

compuestos derivados de flora nativa chilena como posible terapia en contra de 

enfermedades neurodegenerativas. 
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4. Hipótesis 

Extractos de hojas de murtilla poseen propiedad anti-agregación en modelos in 

vitro de proteinopatías analizados por tecnología Cellomics 

5. Objetivos 

5.1. Objetivo general 

Identificar la actividad anti-agregación de extractos derivados de hojas de 

murtilla en modelos in vitro de proteinopatías utilizando tecnología Cellomics 

5.2. Objetivos específicos 

· Generar 3 líneas celulares para medir agregación proteica en modelos 

de EH, EP y ELA (Biosensores) utilizando tecnología Cellomics. 

·  Determinar los parámetros microscópicos de la agregación proteica 

de los biosensores en modelos de EH, EP y ELA en forma 

automatizada. 

· Analizar a gran escala y en forma automatizada el efecto de extractos 

derivados de hojas de diferentes genotipos de murtilla sobre la 

agregación proteica en modelos de EH, EP y ELA.  SO
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6. Materiales y Métodos 

6.1 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

6.1.1 PCR convencional 

La reacción de PCR convencional se realizó utilizando 100 ng de ADN de 

interés (Tabla 1) que se incubó con 12,5 μL de Go Taq Master Mix (Promega) y 

25 μM de cada partidor (Tabla 1) para un volumen final de 25 μL. El programa 

de PCR utilizado contaba con 1 ciclo de denaturación por 5 minutos a 95 °C, 30 

ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 58 °C y 30 segundos a 72 °C, y un 

ciclo final de elongación de 10 minutos a 72 °C. Los productos de PCR se 

analizaron a través de electroforesis en geles de agarosa (Lonza) a 1% TAE con 

GelRed (Biotium) una concentración de 1X a 100 V.  

Tabla 1. Partidores utilizados para el subclonamiento de los genes de interés. 

Vector donador Nombre Secuencia Adaptadora Secuencia gen de interés 

pEGFP N1 SOD1-G85R SOD1_EcoRI SN CCCTCGTAAAGAATTC ATGGCGACGAAGGC 

pEGFP N1 α-Synucelina WT asyn_EcoRI SN CCCTCGTAAAGAATTC ATGGATGTATTCATGAAAGGACT 

pEGFP N1 SOD1-G85R EGFP_EcoRI SN CCCTCGTAAAGAATTC ATGGTGAGCAAGGGC 

pEGFP N1 SOD1-G85R EGFP_BamHI AS GAGGTGGTCTGGATCC TTACTTGTACAGCTCG 

 

6.1.2 PCR Clone Amp Hifi 

Se utilizó la polimerasa Clone Amp (Clonetech) para obtener productos de 

PCR sin errores en su secuencia nucleotídica. Para esta reacción se utilizaron 90 

ng de ADN de interés (Tabla 1) y se incubó con 12,5 µl de Clone Amp Hifi 

Premix (Clonetech) y 7,5 pmol de cada partidor (Tabla 1) hasta un volumen final 

de 25 µl. Se realizaron 30 ciclos de amplificación con periodos de denaturación, 
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hibridación y elongación de 10 segundos a 94 °C, 15 segundos a 55 °C y 15 

segundos 72 °C, respectivamente. Los productos de PCR se resolvieron en geles 

de agarosa 1% TAE con GelRed 1X a 100 V.  

 

6.1.3 PCR de Colonia 

Se realizó una búsqueda de colonias positivas utilizando la técnica de 

PCR, para esto se extrajo media colonia y se resuspendió en 5 µl de agua libre de 

nucleasas utilizándose como templado para realizar la reacción de PCR 

convencional. Los productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa 1% TAE 

con GelRed 1X a 100 V. 

 

6.2 Purificación de ADN a partir de gel de agarosa 

Se realizó una purificación de los productos de PCR desde los geles de 

Agarosa. Las bandas fueron visualizadas con luz UV al 70% y el ADN fue 

extraído del gel usando el kit “NucleoSpin Gel and PCR Clean-up” (Macherey-

Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos purificados 

fueron cuantificados utilizando espectrofotómetro Epoch (Biotek). 

 

6.3 Recombinación Homologa 

Para esta reacción se utilizó el kit “In Fusion HD Cloning” (Clonetech). Se 

incubó 200 ng del plásmido pLVX Tet-On (Clonetech) linearizado con las 

enzimas EcoRI y BamHI, más 200 ng del producto de PCR purificado con 2 µl de 

5X In-Fusion HD Enzyme Premix (Clonetech) hasta 10 µl totales por reacción. Se 
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incubo a 50 °C por 15 minutos. Este kit se basa en la recombinación de secuencias 

flanqueantés acopladas al gen de interés, las cuales recombinan de forma 

específica en las secuencias adaptadoras del plasmidio lentiviral pLVX en el sitio 

de múltiple clonamiento. 

 

6.4 Transformación de bacterias quimiocompetentes 

Se usaron las Bacterias Stellar quimiocompetentes (Clonetech) que fueron 

descongeladas en hielo y se mezclaron manualmente con 2,5 µl del producto de la 

recombinación homóloga. Las bacterias se incubaron durante 30 minutos en hielo, 

luego se realizó un shock térmico por 45 segundos a 42 °C. Se incubaron 

nuevamente en hielo por 1 minuto. Se agregaron 800 µl de medio SOC a 37 °C y 

se incubó durante una hora, con agitación constante a 200 rpm a 37 °C. Las 

bacterias fueron centrifugadas a 2.000 rpm durante 5 minutos. Se eliminó el 

sobrenadante en exceso, dejando 100 µl para resuspender el precipitado. Las 

bacterias resuspendidas se sembraron en placas LB suplementadas con el 

antibiótico Ampicilina (US Biological) 200 μg/ml, estas se dejaron por 16 horas a 

37 °C. 

 

6.5 Extracción de ADN plasmidial 

Se realizó una extracción de ADN plasmidial utilizando el kit 

“NucleoSpin Plasmid” (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. El funcionamiento de este kit se basa en la unión selectiva del ADN a 

una membrana de sílice situada en el interior de una columna. 
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6.6 Ensayo de Digestión 

Se realizó un ensayo de digestión a los clones positivos en el ensayo de 

PCR de Colonia incubando 2 µg de DNA plasmidial con las enzimas de 

restricción EcoRI y BamHI (New England BioLabs) por 2 horas a 37 °C, los 

productos fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1% TAE con 

GelRed 1X a 100 V. 

 

6.7 Cultivo Celular 

Las células HEK2093t, N2a y NSC34 fueron mantenidas a 37 ºC en una 

atmósfera húmeda con 5% de CO2 en Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 

(DMEM). Suplementadas con 5-10% de suero fetal bovino (SFB), glutamina 1 

mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 µg/ml. Las células fueron 

subcultivadas antes de alcanzar confluencia.  

 

6.8 Métodos de Transfección  

6.8.1 Método fosfato de calcio.  

Se sembró 3x105 en placas de 30 mm. Luego de 24 horas el medio de 

cultivo fue reemplazado por 2 ml de medio DMEM fresco con 10% SFB y luego 

de 2 horas las células fueron transfectadas. Una masa de 1 μg de ADN fue 

mezclada con 6,4 µl de CaCl2 2 M y se agregó agua destilada hasta completar 52 

µl. Un volumen de 52 µl de tampón salino HEPES 2X pH 7,1 (HEPES 50 mM, 

NaCl 280 mM, Na2HPO4 1,5 mM) fue agregado gota a gota a la mezcla 
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ADN/Ca2+, agitando en vortex constantemente. La solución fue incubaba a 

temperatura ambiente por 10 minutos. Un volumen de 104 µl de la solución fue 

agregada gota a gota a la placa de cultivo cubriendo la totalidad de la superficie y 

agitando constantemente.  El medio de cultivo fue reemplazado por medio 

DMEM fresco suplementado con 10% SFB luego de 24 horas post transfección. 

 

6.8.2 Método Effectene 

Se sembraron 3x105 células en pocillos de 30 mm. Luego de 24 horas se 

mezclaron 0,6 µg de ADN más 3,2 µl de Enhancer y 100 µl de tampón EC. La 

mezcla se agitó en vortex durante 15 segundos y se incubó a temperatura ambiente 

durante 10 minutos. Se agregaron 8 µl de Effectene (Qiagen), se agitó en vortex 

por 10 segundos y se incubó a temperatura ambiente durante 15 minutos. La 

solución se mezcló con 500 µl de medio DMEM 10% SFB y se agregó a la placa 

de cultivo por goteo cubriendo la totalidad de la superficie. 

 

6.9 Sistemas de generación de líneas estables. 

6.9.1 Sistema Flp-FRT/TO (Invitrogen) 

Para la generación de células estables se utilizaron células HEK Flp 293T-

Rex, estas células portan inserto de manera estable el sitio de unión FRT de la 

recombinasa, el cual se encuentra bajo la selección de zeocina. La integración de 

este sitio dentro del genoma de las células es aleatorio. Otra de las características 

de esta línea celular es que tiene inserto de manera estable el plasmidio pCDNA6 
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TR, el cual contiene el represor controlado por doxiciclina, este se encuentra bajo 

la selección de blastacidina. 

Estas células son transfectadas utilizando el método de fosfato de calcio, 

se realiza la co-transfeccion del plasmidio pCDNA5 FRTTO portador del gen de 

interés y el plasmidio de la recombinasa pOG44 (Craig, 1988; Sauer, 1994), esta 

reconoce los sitios FRT insertos en el genoma de las células y los recombina 

utilizando los sitios flanqueantes al gen de interés ubicados en el plasmidios 

pCDNA5 FRTTO, este plasmidio se encuentra bajo la selección de Higromicina 

(Esquema 1). Para la inducción de las proteínas de interés se utiliza 1μg de 

Doxiciclina. 

Para la generación de líneas estables en células HEK293 se utilizaron 

células HEK293t-Flp enviadas cordialmente por el Dr. Harm H. Kampinga que se 

mantuvieron en medio suplementado con 5 µg/ml de blastacidina (Invitrogen) y 

100 µg/ml de zeocina (Invitrogen).  

Los plasmidios de expresión pCDNA 5 FRT/TO GFP, mCherry, SOD1 

WT::mCherry, SOD1 A4V::mCherry además del plasmidio portador de la 

recombinasa pOG44 también fueron enviados gentilmente por el Dr. Kampinga.  

Para la generación de líneas estables se sembraron 3x105 células en cada 

pocillo de 30 mm, luego de 24 horas se transfectaron transitoriamente utilizando 

el método de fosfato de calcio, en una relación de 1:9 µg de ADN del plasmidio 

de interés con el plasmidio pOG44 respectivamente, luego de 4 horas se cambió el 

medio de cultivo de mantención suplementado con blastacidina y zeocina, 48 

horas pos-transfección se cambió nuevamente el medio pero esta vez a medio con 
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selección DMEM 10% SFB, 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco-BRL) 

utilizando 5 µg/ml de blastacidina y 100 µg/ml de higromicina (Invitrogen). 

Finalmente las células resistentes se tripsinizaron utilizando tripsina 1X-EDTA 

(Gibco-BRL) y sembradas en placas de 100 mm, luego de 2 semanas de selección, 

se generaron foci de células resistentes, estos fueron amplificados en placas de 60 

mm hasta que se obtuvo poblaciones estables de células.  

 

6.9.2 Sistema de expresión inducible TetOne (Clonetech) 

Este sistema se basa en la alta eficiencia de transducción de lentivirus. 

Además, el control de expresión de genes de interés es altamente regulado por el 

sistema Tet-On (Gossen et al. 1992). Para la generación de líneas estables es 

necesario realizar  el subclonamiento de los genes de interés dentro del plasmidio 

pLVX-TetOne. Este plasmidio posee el promotor TRE3GS, un hibrido entre el 

promotor CMV mas el promotor PTRE3G. Rio abajo de este se encuentra el 

transactivador Tet-On 3G, el cual en presencia de doxiciclina se une al promotor e 

inicia la transcripción del gen de interés (Esquema 2). Una de las ventajas de este 

kit se basa en la utilización de partidores con secuencias adaptadoras homólogas, 

las cuales aumentan la eficiencia de clonamiento. Los plasmidios generados se co-

transfectaron en células empaquetadoras Lenti X 293t junto al mix de 

empaquetamiento Lenti-X HTX (Clonetech), 48 horas post transfección se 

colectaron los lentivirus generados. La infección se generó en las células de 

interés, posterior a las 48 horas de infección se realizó una selección utilizando 
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puromicina (Esquema 3). Para la inducción de la expresión de las proteínas de 

interés se utilizaron 100 ng/ml de Doxiciclina. 

 

6.9.2.1 Generación de lentivirus 

En placas de 100 mm fueron sembradas 4x106 células LENTI X 293t 

(Clonetech) en medio DMEM 10% SFB libre de tetraciclina (Clonetech), luego de 

24 horas de realizo la transfección transitoria utilizando el kit “Xfect polymer” 

(Clonetech) siguiendo las instrucciones del fabricante, este kit utiliza un polímero 

biodegradable el cual genera baja toxicidad celular y una alta eficiencia de 

transfección. Luego de 48 horas se realizó la cosecha de los lentivirus, 

recolectando el medio que fue centrifugando a 500 rpm por 10 minutos, posterior 

a ello se eliminaron restos celulares filtrando el medio por un filtro de 0,45 μm. 

La cosecha de lentivirus se guardó a -80°C. 

 

6.9.2.2 Generación de líneas estables e inducibles de tipo neuronal. 

Se sembraron 3x105 células N2a (ATCC:CCL-131) o motoneuronas 

NSC34 en cada pocillo de 30 mm. Luego de 24 horas se trasdujeron las células 

utilizando un título 1:2 de la preparación de lentivirus. Posteriormente a 48 horas 

de infección se cambió el medio utilizando puromicina (Sigma) a una 

concentración de 3 µg/ml. Finalmente luego de 48 horas, se obtuvo una 

subpoblación celular resistente a puromicina que contenían el gen de interés 

inserto en el cromosoma de las células de manera estable.  
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Esquema 1. Diagrama sistema FLP-FRT/TO: Esquema del protocolo utilizado 

para la generación de los modelos in vitro estables e inducibles en células HEK 

FLP FRT/TO. (A) Se generaron células HEK 293t-Flp que portan establemente 

insertando el plasmidio pFRT el cual posee el sitio FRT y el plasmidio pCDNA6 

TR represor sensible a doxiciclina. (B) El gen de interés fue insertado en el 

plasmidio pCDNA5 FRT/TO y luego fue co-transfectado con el plasmidio pOG44 

que contiene la recombinasa FLP en células HEK 293t FLP/TR (C) Mediante 

recombinación homóloga de los sitios FRT el gen de interés es inserto de manera 

estable e inducible por doxiciclina en células HEK FLP FRT/TO. Imagen 

obtenida y modificada desde Invitrogen (Cod: K6010–01). 
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Esquema 2. Mapa de vector pLVX: Diagrama de plasmidio pLVX con sus 

respectivos genes de control del sistema Tet-One.  Gen de resistencia a 

ampicilina (AmpR),  Promotor de AmpR (PAmpR),  Señal para 

empaquetamiento de lentivirus,  Señal de termino polyA (SV40 polyA),  Sitio 

de multiple clonamiento (SMC) ,  Promotor TRE3Gs (PTRE3Gs),  Promotor 

PGK humano,  Transactivador Tet-On 3G,  Promotor SV40 (PSV40),  Gen de 

resistencia a puromicina. 
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Esquema 3. Diagrama sistema Tet-One: Esquema del protocolo utilizado para 

la generación de modelos in vitro estables e inducibles en células de tipo neuronal. 

(A) Secuencias de genes de interés fueron subclonadas dentro del plasmidio 

pLVX utilizando secuencias adaptadoras para la recombinación homóloga, sitios 

EcoRI y BamHI fueron insertos en regiones flanqueantes al gen de interés. (B) 

Los plasmidios que contienen el gen de interés fueron co-transfectados junto al 

mix de empaquetamiento Lenti-X HTX en células empaquetadoras Lenti X 293t, 

para obtener las partículas. (C) Las células de tipo neuronal fueron infectadas con 

virus portadores del gen de interés, seleccionadas con puromicina (células 

estables). Finalmente la inducción de la expresión de proteínas se realizó en 

presencia de doxiciclina. Imagen obtenida y modificada desde Clontech (COD: 

631844) 
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6.10 Análisis por SDS-PAGE y Western blot 

Se sembró 3x105 células de tipo neuronal en pocillos de 30 mm, se realizó 

la inducción de expresión de proteínas de interés utilizando doxiciclina (Sigma) a 

una concentración de 100 ng/ml a diferentes tiempos. Al finalizar los tiempos de 

inducción las células se despegaron de la placa de cultivo utilizando un cell 

scraper, se colectaron y se centrifugaron a 2.000 rpm por 5 minutos a 4 °C. El 

precipitado se resuspendió en tampón RIPA (Tris 20 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, 

SDS 0,1 %, DOC 0,5% y tritón X-100 0,5%), suplementado con inhibidor de 

proteasas (Roche). Las células se lisaron por sonicación 3 veces durante 5 

segundos en hielo y finalmente la concentración de proteínas fue determinada en 

cada muestra utilizando el kit BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, IL) (Zhang 

et al. 2014). 

Las muestras de proteína se prepararon utilizando 80 μg de proteína total 

incubadas con DTT 100 mM o sin este por 10 minutos en hielo, mezcladas con 

buffer de carga 4X (Tris-HCl 0,2 M [pH 6.8], SDS 10%, azul de bromofenol 

0,05%, y glicerol 20%) y luego calentadas por 5 min a 95 °C, 30 µg de proteína 

fueron cargados en geles denaturantes al 8%. El gel de poliacrilamida separador al 

8% fue preparado con Tris-HCl 380 mM [pH 8,3], acrilamida-bis-acrilamida 8%, 

SDS 0,1%, Persulfato de amonio 0,1% y TEMED 0,06%. El gel de poliacrilamida 

compresor se preparó con Tris-HCl 60 mM [pH 6,8], acrilamida-bis-acrilamida 

4%, SDS 0,1%, persulfato de amonio 0,1% y TEMED 0,06%. 

La electroforesis fue llevada a cabo en buffer de corrida (Tris 25 mM, 

Glicina 250 mM y SDS 0,1%) a un voltaje constante de 100 V. La corrida 
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electroforética fue detenida cuando el frente azul abandonó el gel. A continuación 

las proteínas fueron transferidas a una membrana de PVDF en buffer de 

transferencia (Tris 25 mM, glicina 250 mM y metanol 20%) a un voltaje constante 

de 100 V por 2 horas 30 minutos en hielo. Posteriormente la membrana fue 

incubada en solución de bloqueo (leche 5% en PBS) por 1 hora a temperatura 

ambiente y en agitación. Finalmente, las membranas fueron incubadas con alguno 

de los siguientes anticuerpos, diluidos en leche 5% PBS tween 0,02%; anti-SOD1 

1:3000 (Calbiochem), anti-HSP90 1:3000 (Santa Cruz), anti-α Synucleina 1:1000 

(BD Transduction), anti-GFP 1:1000 (Santa Cruz) por 16 h a 4 ° C en agitación. 

Al día siguiente las membranas fueron lavadas 3 veces por 5 minutos con PBS 

Tween 0,1% y posteriormente incubadas 1 hora a temperatura ambiente y en 

agitación con los anticuerpos secundarios correspondientes: anti-rabbit-HRP,anti-

mouse-HRP (Invitrogen) o anti-sheep-HRP (Sigma), diluidos 1:3000 ( Leche 5% 

en PBS Tween 0,02%). Transcurrido este periodo, las membranas fueron lavadas 

con PBS Tween 0,1%, esta vez 3 veces por 5 minutos. Finalmente, el revelado fue 

realizado utilizando el kit Western Blotting Substrate (Pierce) y el sistema de 

detección de imágenes Chemidoc (Biorad). 

 

6.11 Detección de fluorescencia  

6.11.1 Microscopía de epifluorescencia 

En placas de 24 pocillos se incubaron cubre objetos de 12 mm con 

polylysine por 2 horas a 37°C, se lavaron con agua destilada 3 veces, posterior a 

ello se sembró 2x104 de células de tipo neuronal estable e inducibles a diferentes 
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tiempos utilizando doxiciclina a 100 ng/ml. Al finalizar los tiempos de inducción 

los cubre objetos se fijaron utilizando paraformaldehido a 4% por 10 minutos en 

hielo, se realizaron 3 lavados por 10 minutos utilizando PBS 1X, luego de esto se 

realizó la tinción de los núcleos utilizando Hoechst 33342 (Molecular Probes) 

1:10.000 por 10 minutos a temperatura ambiente. Los cubre objetos fueron 

montados utilizando medio de montaje Fluoromont G (Electron Microscopy 

Sciences) y finalmente las imágenes fueron adquiridas utilizando microscopía de 

epifluorescencia. 

 

6.11.2 Citometría de flujo (FACS) 

Se sembraron 2x103 células en cada pocillo de 11 mm y se realizó la 

inducción de la expresión de las proteínas de interés por 48 horas en medio de 

cultivo DMEM 10% SFB mas doxiciclina a 100 ng/ml. Una vez concluido este 

periodo de tiempo las células se tripsinizaron con tripsina-EDTA 1X (Gibco) 

durante 5 minutos a 37°C y se recolectaron en tubos de FACS (BD Falcon), 

previa interrupción de la tripsinización con medio de cultivo completo). Los tubos 

fueron centrifugados a 1.000 rpm por 5 minutos y el pellet se resuspendió en 400 

μl de PBS 1X. Los datos se adquirieron y analizaron con ayuda del software BD 

FACSDiva v 6.1.1 (BD Biosciences). Se analizaron un mínimo de 5.000 eventos 

por cada punto y por triplicado. 
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6.12 Microscopía automatizada 

6.12.1 Validación de agregados proteicos en líneas celulares mediante la 

aplicación “General Spot Measurement Tool” del software HCS Studio. 

Se sembraron 10x103, 15x103 y 20 x103 células HEK FLP FRT/TO mHtt-

PolyQ74::EGFP por pocillo, en placas de 96 pocillos de borde negro (BD Falcon). 

Despues de 48 horas de ser sembradas se estimularon utilizando doxiciclina a 1 

µg/ml por otras 24 horas para inducir la expresión de las proteínas fluorescentes. 

Se realizó la tinción de núcleos utilizando Hoechst 33342 1:1000 durante 15 

minutos. Posterior a ello estas muestras fueron analizadas usado el microscopio 

Cellomics, realizando la adquisición de imágenes siguiendo los pasos 

consecutivos ejemplificados en el Esquema 4 en el software “Thermo Scientific 

HCS Studio Cellomics Navigator” el primer paso se realizó utilizando el canal 

azul en el cual se pre-procesaron las imágenes corrigiendo el ruido de fondo, 

luego se ajustó el suavizado y el umbral además de realizar la segmentación de los 

núcleos.  Finalmente se realizó la validación de estos objetos por forma y área. En 

paralelo en el canal verde utilizando la aplicación “General Spot Measurement 

Tool” se definió el umbral y la segmentación de los agregados dentro de un área 

determinada a partir de los núcleos de cada célula, estos objetos se validaron por 

área e intensidad en el mismo canal verde. Luego de establecer todas las 

configuraciones anteriormente explicadas se realizó la lectura total de la placa de 

forma automatizada, entregando finalmente las cuantificaciones de los datos 

obtenidos por el programa. 
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6.12.2 Análisis de toxicidad celular en células silvestres de tipo neuronal 

mediada por compuestos 

En placas de 96 pocillos de borde negro (BD Falcon) se sembraron 

7,5x103 células N2a y NSC34, luego de 24 horas fueron incubadas con diferentes 

extractos naturales de hoja de murtilla a diferentes concentraciones finales de 1 

µg/ml, 10 µg/ml y 100 µg/ml por duplicado, esta incubación se realizó por 24 

horas. Luego se realizó la tinción de núcleos utilizando Hoechst 33342 1:1000 

durante 15 minutos, posterior a ello se adquirieron las imágenes en el microscopio 

Cellomics siguiendo los pasos consecutivos ejemplificados en el Esquema 4 del 

software “Thermo Scientific HCS Studio Cellomics Navigator”. Con el canal 1 

azul se realizó el pre-procesamiento de la imagen corrigiendo el ruido de fondo, se 

ajustó el suavizado y umbral además de realizar la segmentación de los núcleos, 

finalmente se realizó la validación de estos por forma y área. Luego de establecer 

todas las configuraciones anteriormente explicadas se realizó la lectura total de la 

placa de forma automatizada, entregando finalmente las cuantificaciones de los 

datos obtenidos por el programa. 

6.12.3 Determinación de agregados proteicos y muerte celular. 

En placas de 96 pocillos de borde negro (BD Falcon) se sembraron 

7,5x103 células HEK FLP FRT/TO mHtt-PolyQ74::EGFP por pocillo. Luego de 

24 horas se realizó la inducción utilizando doxiciclina a 1 µg/ml por otras 24 

horas, luego de este tiempo se incubo con diferentes extractos de hoja de murtilla 

a una concentración de 25 µg/ml por 24 horas. Se realizó la tinción de núcleos 

utilizando Hoechst 33342 1:1000 durante 15 minutos y se incubó con 7-AAD 
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(Biolegend) a una concentración de 0,5 µg/ml para determinar muerte celular. 

Posterior a ello se realizó la adquisición de imágenes siguiendo los pasos 

consecutivos ejemplificados en el Esquema 4 en el software “Thermo Scientific 

HCS Studio Cellomics Navigator” el primer paso se realizó utilizando el canal 

azul en el cual se pre-procesaron las imágenes corrigiendo el ruido de fondo, 

luego se ajustó el suavizado y el umbral además de realizar la segmentación de los 

núcleos, finalmente se realizó la validación de estos por forma y área, en paralelo 

en el canal verde utilizando la aplicación “General Spot Measurement Tool” se 

definió el umbral y la segmentación de los agregados dentro de una área 

determinada a partir de los núcleos de cada célula, que fueron validados por área e 

intensidad en el mismo canal verde. Finalmente para evaluar muerte celular se 

establecieron los parámetros en el canal rojo ajustando el umbral, la segmentación 

y validación de los objetos por intensidad del fluoroforo 7-AAD. Luego de 

establecer todas las configuraciones anteriormente explicadas se realizó la lectura 

total de la placa de forma automatizada, entregando finalmente las 

cuantificaciones de los datos obtenidos por el programa. 
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Esquema 4. Esquema para la adquisición de imágenes por Cellomics: La 

obtención de las imágenes fue mediante el software “Thermo Scientific HCS 

Studio Cellomics Navigator”. Este software utiliza diferentes algoritmos para la 

identificación de cualquier elemento celular que desee ser cuantificado. El 

primero paso es el pre-procesamiento de la imagen en donde se corrigen las 

señales que no serán consideradas en el análisis y dificulten la adquisición de la 

imagen como el ruido de fondo de luz. El siguiente paso es la identificación 

correcta del núcleo de las células para así establecer los números de objetos a 

procesar, para esto se utilizan algoritmos para el ajuste de suavizado, el cual 

elimina las rugosidades del borde de los núcleos para facilitar su identificación. 

Otros algoritmos que se utilizan son el umbra y la segmentación los cuales 

permiten discriminar entre el fondo y el objeto a procesar, dependiendo del canal 

utilizado. En el siguiente paso se analizan los otros canales y se aplican diferentes 

algoritmos para definir los objetos a cuantificar, dependiendo de las propiedades 

de este como por ejemplo agregados proteicos, morfología de organelos, 

viabilidad celular entre otros. 
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7. Resultados 

7.1. Generación líneas celulares para medir agregación proteica en modelos 

de EA, EP y ELA (Biosensores) utilizando Cellomics. 

7.1.1 Caracterización de un modelo in vitro de EH en células HEK FLP 

FRT/TO. 

Con el objetivo de generar un sistema celular de agregación proteica in 

vitro se caracterizó un modelo de la EH utilizando células HEK FLP FRT/TO 

estables e inducibles de la proteína mHtt-PolyQ74::EGFP (Hageman et al. 2010). 

Para esto se procedió a estandarizar las concentraciones óptimas de doxiciclina 

usando 1 μg/ml y 10 μg/ml de doxiciclina para la inducción proteica por 48 horas. 

Se observó el aumento de expresión de la proteína de fusión mHtt-

PolyQ74::EGFP utilizando el anticuerpo específico para la proteína GFP (Figura 

1A). Este aumento, se observa en ambas concentraciones de doxiciclina, 

visualizándose  además especies de alto peso molecular correspondiente a los 

agregados proteicos de mHtt-PolyQ74::EGFP medido mediante técnica de 

western blot (Figura 1A). A continuación, para identificar la presencia de 

inclusiones proteicas se indujo la expresión de mHtt-PolyQ74::EGFP con 

doxiciclina por 24 y 48 horas. Se observaron inclusiones proteicas de gran tamaño 

mediante microscopía de fluorescencia. La marca  fluorescente de  mHtt-

PolyQ74::EGFP es homogénea en toda la población celular y mayormente en el 

citoplasma celular. Cabe destacar, que se observó una expresión basal de GFP en 

los controles sin doxiciclina en ambos tiempos analizados (Figura 1B). Como 
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control se generaron células HEK FLP FRT/TO EGFP, las cuales no presentan 

agregados proteicos evaluados por western blot y microscopía de fluorescencia 

(Figura 1C, D). Estos datos sugieren que la expresión de mHtt-PolyQ74::EGFP 

genera agregados proteicos observados mediante microscopía de fluorescencia, 

siendo un modelo potencial para evaluar posibles drogas que afecten el proceso de 

agregación proteica. 

 

7.1.2 Generación y caracterización de un modelo in vitro de ELA en células 

HEK293 FLP FRT/TO. 

Para el estudio de otras proteinopatías se generó un modelo in vitro de 

ELA en células humanas utilizando el sistema FLP-FRT/TO (Esquema 1), 

siguiendo el protocolo descrito previamente en la sección 6.9.1. Se generaron 

células que expresan de manera inducible la proteína SOD1WT::mCherry y 

SOD1A4V::mCherry para observar así la presencia de agregados proteicos.  Para 

confirmar la expresión de proteínas específicas se realizó un análisis mediante 

western blot con muestras de células inducidas por 48 horas utilizando el 

anticuerpo anti-SOD1. Se confirmó la expresión de la proteína de fusión 

correspondiente a 40 kDa e inducible dependiente de doxiciclina en ambas líneas 

celulares. Además, se observaron agregados proteicos de alto peso molecular en la 

muestras de células SOD1WT::mCherry inducida por 48 horas en presencia o 

ausencia del agente reductor DTT (Figura 2) 
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Figura 1. Caracterización de modelo in vitro de Huntington en células HEK 

FLP-FRT/TO: (A) Las células HEK FLP FRT/TO mHtt-PolyQ74::EGFP se 

indujeron con doxiciclina a una concentración de 1 µg/ml y 10 µg/ml por 48 

horas, se analizó la expresión proteica utilizando western blot. (B) En esta misma 

línea celular se analizó la formación de inclusiones proteicas a 24 y 48 horas 

utilizando 1 µg/ml de doxiciclina por microscopía de epifluorescencia. (C) En 

células HEK FLP FRT/TO EGFP se realizó la inducción proteica por 48 horas 

utilizando 1µg/ml de doxiciclina estas fueron analizadas por western blot y 

microscopía de epifluorescencia (D). Se utilizó HSP90 como control de carga. La 

barra de escala corresponde a 20 µm en B y 50 µm en D. 
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   A continuación, se realizó la inducción con doxiciclina de las proteínas 

SOD1WT::mCherry, SOD1A4V::mCherry y mCherry por 48 horas y al ser 

visualizadas por microscopía de epifluorescencia no se observaron inclusiones 

proteicas, siendo el patrón de fluorescencia subcelular de SOD1 tanto silvestre 

como la mutante citoplasmático (Figura 2B). Estos datos nos sugieren, que el 

modelo de ELA en células HEK FLP FRT/TO no genera inclusiones proteicas 

visibles mediante microscopía de epifluorescencia. 

 

7.1.3 Generación de modelos in vitro de la EH y ELA en líneas celulares tipo 

neuronal con el sistema FRT/TO. 

Dado a que no fue posible observar la formación de inclusiones proteicas en el 

modelo celular de ELA en líneas HEK FLP FRT/TO, se planteó la generación de 

modelos de ELA y EH en líneas celulares de tipo neuronal. Para la generación de 

modelos de EH se utilizaron células N2a que corresponden a células de 

neuroblastoma de ratón. Se transfectaron transitoriamente con los plasmidios 

FRTTO-mHtt-PolyQ74::EGFP y FRTTO-EGFP más el plasmidio represor 

pCDNA6 TR. Luego de 48 horas se determinó la expresión de estas proteínas 

mediante el ensayo de western blot y se observó una disminución de la expresión 

de mHtt-PolyQ74-EGFP y EGFP en presencia del represor, en ausencia como 

presencia de DTT (Figura 3A). 
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Figura 2. Caracterización de un modelo in vitro de ELA en células HEK 

FLP-FRT/TO: (A) Células HEK FLP FRT/TO SOD1WT::mCherry, HEK FLP 

FRT/TO SODA4V::mCherry y HEK FLP FRT/TO mCherry fueron inducidas con 

doxiciclina a una concentración de 1 µg/ml por 48 horas, se analizó la expresión 

proteica mediante western blot en dos condiciones con DTT y sin DTT. Se utilizó 

HSP90 como control de carga. (B) Estas mismas células fueron analizadas por 

microscopía de epifluorescencia y tinción nuclear con la sonda DAPI luego de 48 

horas de inducción. La barra de escala corresponde a 50 µm. 
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 Mediante microscopía de epifluorescencia no fue posible identificar la 

formación de inclusiones proteicas de Htt en este tipo celular (Figura 3B) Esta 

estrategia experimental también se realizó en células NSC34 transfectadas con los 

plasmidios FRTTO-SOD1 WT::mCHerry, FRTTO-SOD1 A4V::mCherry y 

FRTTO-mCherry con el represor pCDNA6 TR. En presencia del represor se 

observó la disminución de expresión del monómero de la proteína de fusión, y de 

las especies de alto peso molecular de las muestras de SOD1 tanto silvestre como 

mutante (Figura 3C). Estos resultados también fueron evidenciados mediante el 

análisis de imágenes de epifluorescencia de las células transfectadas 

transitoriamente, en donde el efecto de regulación de la expresión por parte del 

represor es evidente en todas las líneas celulares. En estas células con la 

metodología utilizada no fue posible identificar inclusiones proteicas mediante 

microscopía fluorescente (Figura 3D). Debido a esto, no se realizó selección de 

clones de estas líneas celulares, para su posterior inducción de expresión 

utilizando doxiciclina. 

 

7.1.4 Generación de modelos in vitro inducibles de la EP, ELA y EH 

utilizando un sistema lentiviral. 

A fin de generar nuevas líneas células de tipo neuronal que expresen de 

manera inducible proteínas asociadas a enfermedades neurodegenerativas. Con el 

fin de obtener sistemas celulares con características más fisiológicas, se estableció 

una nueva estrategia de generación de líneas celulares de tipo neuronales.  

 

SO
LO

 USO
 ACADÉMICO



47 
 

 
Figura 3. Caracterización de un modelo in vitro de EH y ELA en células tipo 

neuronal: Para la generación del modelo in vitro de EH se usaron células N2a 

que fueron co-transfectadas transitoriamente con los plasmidios pCDNA5 TO 

mHtt-PolyQ74::EGFP y pCDNA6 TR o pCDNA5 TO (vector vacío). Además se 

co-trasfectó los plasmidios pCDNA5 TO EGFP y pCDNA6 TR o pCDNA5 TO 

(vector vacío). (A) Luego de 48 horas de expresión se analizó la expresión de 

proteínas por western blot. HSP90 fue usado como control de carga. (B) Se 

analizó la expresión de las proteínas por microscopía de epifluorescencia. La barra 

de escala corresponde a 50 µm. 

Para la generación del modelo in vitro de ELA se usaron las células 

NSC34 que fueron co-transfectadas transitoriamente con los plasmidios pCDNA5 

TO SOD1WT::mCherry y pCDNA6 TR o pCDNA5 TO (vector vacío). 

Igualmente se analizó la proteína mutante con los plasmidios pCDNA5 TO 

SOD1A4V::mCherry y pCDNA6 TR o pCDNA5 TO (vector vacío). Además se 

co-transfecto los plasmidios pCDNA5 TO mCherry y pCDNA6 TR o pCDNA5 

TO (vector vacío). (C) Luego de 48 horas de expresión se analizó la expresión de 

proteínas por western blot HSP90 fue usado como control de carga. (D) Se 

analizó la expresión de las proteínas por microscopía de epifluorescencia. La barra 

de escala corresponde a 50 µm. 
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Se realizó el subclonamiento en el vector lentiviral pLVX-TetOne 

(Esquema 2) de las secuencias codificantes de las proteínas de fusión 

SOD1G85R::EGFP, α-SYNUCLEINA-WT::EGFP, polyQ79::EGFP. 

polyQ11::EGFP y EGFP. La fusión de las proteínas a EGFP facilita el análisis por 

microscopía automatizada con la tecnología Cellomics. Las secuencias fueron 

amplificadas por PCR utilizando la polimerasa Clone Amp y los productos 

obtenidos fueron resueltos en un gel de agarosa. Las bandas correspondientes a 

SOD1G85R::EGFP (1400 pb), α-SYNUCLEINA-WT::EGFP (1300 pb), 

polyQ79::EGFP (1100 pb), polyQ11::EGFP (800 pb) y EGFP(700 pb) fueron 

purificadas a partir del gel de agarosa. Luego los fragmentos fueron recombinados 

utilizando los sitios homólogos sentido 5’ CCCTCGTAAAGAATTC 3’ y 

antisentido 5’ GAGGTGGTCTGGATCC 3’. Para corroborar la correcta inserción 

de las secuencias se realizó un ensayo de digestión utilizando en forma conjunta 

las enzimas EcoRI y BamHI (Figura 4). Los fragmentos obtenidos para 

SOD1G85R::EGFP fueron de 600 pb y 900 pb (Figura 4 carril 1); para α-

SYNUCLEINA-WT::EGFP bandas de 300 pb,1000 pb y 1300 pb (Figura 4 

carril 3); para EGFP se observó la liberación de una banda de 700 pb (Figura 4 

carril 5) ; para polyQ79::EGFP se observaron dos bandas de 700 pb y 350 pb 

aproximadamente (Figura 4 carril 7); para polyQ11::EGFP se observaron la 

liberación de dos fragmentos de 700 pb y otro de aproximadamente de 100 pb 

(Figura 4 carril 9) corroborando así la inserción. Paralelamente estos plasmidios 

fueron secuenciados para corroborar que las secuencias clonadas eran correctas. 
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Con el objeto de confirmar la correcta expresión proteica de los nuevos 

plasmidios se realizó la transfección transitoria en células HEK 293t utilizando 

medio en ausencia o presencia de doxiciclina. Mediante un análisis de western 

blot se confirmó la expresión especifica de las proteínas inducidas por doxiciclina, 

observándose la expresión de las proteínas de fusión SOD1G85R::EGFP en un 

tamaño aproximado de 45 kDa. Además se observó la presencia de especies de 

alto peso molecular en la muestra con DTT (Figura 5A). También, se confirmó la 

expresión de la proteína α-SYNUCLEINA-WT::EGFP de un tamaño aproximado 

de 54 kDa utilizando el anticuerpo anti-α-SYN. La expresión de la proteína EGFP 

también fue confirmada mediante este análisis obteniéndose una banda especifica 

de 35 kDa inducida por doxiciclina (Figura 5A). Adicionalmente, células HEK 

293t se transfectaron transitoriamente y se estimularon con doxiciclina por 48 

horas. Se evaluó la expresión de las proteínas de fusión utilizando microscopía de 

epifluorescencia. En las células transfectadas con el plasmidio pLVX-α-

SYNUCLEINA-WT::EGFP se observó tanto en el citoplasma como en el núcleo 

de la célula la marca de fluorescencia, a diferencia de las células transfectadas con 

SOD1G85R::EGFP en donde el patrón subcelular es restringido al citoplasma 

(Figura 5B). 

En paralelo, se analizó la expresión de las proteínas de fusión de polyQ11::EGFP 

mediante western blot. Se observó que el tamaño de la proteína de fusión 

polyQ11::EGFP de 38 kDa concuerda con lo esperado. En este caso no se observó 

la formación de agregados en ninguna de las dos condiciones con o sin DTT 

(Figura 6A). 
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Figura 4. Subclonamiento de los genes de las proteínas mutantes en el vector 

pLVX: Electroforesis de los fragmentos de digestión de los plasmidios pLVX 

SOD1G85R::EGFP, αSYNWT::EGFP, EGFP, polyQ79::EGFP y polyQ11::EGFP 

con las endonucleasas EcoRI y BamHI. (A) Plasmidio pLVX SOD1G85R::EGFP 

digerido con EcoRI/BamHI y pLVX SOD1G85R::EGFP sin digerir (Carril 1 y 2), 

plasmidio pLVX αSYN WT::EGFP digerido con EcoRI/BamHI y pLVX αSYN 

WT::EGFP sin digerir (Carril 3 y 4), plasmidio pLVX EGFP digerido con 

EcoRI/BamHI y pLVX EGFP sin digerir (Carril 5 y 6). (B) Plasmidio pLVX 

polyQ79::EGFP digerido con EcoRI/BamHI y pLVX polyQ79::EGFP sin digerir 

(Carril 7 y 8), plasmidio pLVX polyQ11::EGFP digerido con EcoRI/BamHI y 

pLVX polyQ11::EGFP sin digerir (Carril 9 y 10). 
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Figura 5. Validación de expresión de constructos pLVX SOD1G85R::EGFP, 

pLVX αSYN WT::EGFP y pLVX EGFP: (A) Las células HEK 293t fueron 

transfectadas transitoriamente con los plasmidios pLVX SOD1G85R::EGFP, 

pLVX αSYN WT::EGFP y pLVX EGFP en ausencia o en presencia de 

doxiciclina a una concentración de 100 ng/ml. Luego de 48 horas se analizó la 

expresión proteica mediante western blot. HSP90 fue usado como control de 

carga. (B) Se analizó la expresión de las proteínas por microscopía de 

epifluorescencia directa y tinción nuclear con la sonda DAPI. La barra de escala 

corresponde a 50 µm. 
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Sin embargo, en las muestras de células transfectadas con el plasmidio de 

expresión de polyQ79::EGFP se observaron la formación de agregados proteicos 

en la muestra sin DTT además de la expresión del monómero de la proteína de 

fusión de un tamaño de 45 kDa (Figura 6A). En las células  HEK 293t 

transfectadas con el plasmidio pLVX-polyQ79::EGFP, se observó un patrón 

subcelular de fluorescencia tanto en el citoplasma como en el núcleo de estas 

células (Figura 6B). Además, luego de 48 horas de expresión se observaron 

inclusiones proteicas citoplasmáticas, en aproximadamente un 10% de las células. 

En resumen, para la generación de modelos de tipo neuronal se siguió el 

protocolo descrito en la sección 6.9.2 y se obtuvieron las siguientes líneas 

celulares: 

 Células N2a que sobreexpresan estable e induciblemente α-

SYNUCLEINA WT::EGFP y la linea celular control EGFP 

 Células NSC34 que sobreexpresan estable e induciblemente 

SOD1G85R::EGFP  y la línea celular control EGFP. 

 Células HEK 293t que sobreexpresan estable e induciblemente 

polyQ79::EGFP y la línea celular control polyQ11::EGFP. 
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Figura 6. Validación de expresión de constructos pLVX polyQ79::EGFP y 

pLVX polyQ11::EGFP: (A) Células HEK 293t fueron transfectadas 

transitoriamente con los plasmidios pLVX polyQ79::EGFP y pLVX 

polyQ11::EGFP en ausencia o en presencia de doxiciclina a una concentración de 

100 ng/ml. Luego de 48 horas se analizó la expresión proteica mediante western 

blot. HSP90 fue usado como control de carga. (B) Se analizó la expresión de las 

proteínas por microscopía de epifluorescencia directa y tinción nuclear con la 

sonda DAPI. La barra de escala corresponde a 50 µm. 
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7.2 Determinar parámetros microscópicos de los biosensores 

7.2.1 Caracterización de un modelo in vitro de tipo neuronal de ELA 

A fin de caracterizar un nuevo modelo de ELA se realizó la inducción de 

las proteínas fluorescentes en células NSC34 estables por 24, 48 y 72 horas. 

Luego mediante la técnica de western blot se observó la expresión de la proteína 

SOD1G85R::EGFP de un tamaño aproximado de 54 kDa la cual se acumula de 

una manera dependiente del tiempo de inducción (Figura 7A). La expresión de la 

proteína de fusión SOD1G85R::EGFP también se visualizó utilizando 

microscopía de epifluorescencia, se observo un patrón subcelular citoplasmático. 

Además, no se observó la formación de inclusiones proteicas a las 72 horas de 

expresión (Figura 7B). Como control, se generaron las líneas celulares NSC34 

que sobreexpresan EGFP. Se realizó el mismo ensayo de western blot a diferentes 

tiempos y se observó la expresión y acumulación de EGFP dependiente del 

tiempo (Figura 7C). A diferencia de la línea que sobreexpresan 

SOD1G85R::EGFP la marca de fluorescencia de las células control EGFP se 

observó en el citoplasma como también en el núcleo de las células (Figura 7D). 

Finalmente se evaluó la expresión de EGFP de cada línea utilizando citometría de 

flujo (Figura 7E). Se realizó la cuantificación de células EGFP positivas en cada 

modelo celular, y se obtuvo un 58% de células GFP positivas en el modelo de 

motoneuronas EGFP mientras que en las células que sobreexpresan 

SOD1G85R::EGFP, un 40% de células GFP positivas (Figura 7F). Una 

expresión basal cercana un 10% en ambas líneas celulares se detectaron en la 

condición sin doxiciclina. En conjunto estos datos sugieren que la generación de 
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una línea estable utilizando el sistema Tet-One que sobreexpresa 

SOD1G8R::EGFP, no forma agregados proteicos que puedan ser analizados 

mediante técnicas de western blot y microscopía de epifluorescencia en 

motoneuronas NSC34. 

7.2.2 Caracterización de un modelo in vitro de la EP en células N2A. 

Posterior a la generación del modelo celular de EP se realizó la 

caracterización de este, mediante la inducción de las proteínas de las células N2a 

estables por 24, 48 y 72 horas. Se realizó la detección especifica de las proteínas 

de fusión, α-SYNUCLEINA WT::EGFP de un tamaño aproximado de 55 kDa 

mediante western blot, se observó un aumento de la expresión dependiente del 

tiempo de inducción (Figura 8A). Además, se detectaron especies de alto peso 

molecular que se acumulan conforme aumenta las horas de inducción. La 

expresión se visualizó además por microscopía de epifluorescencia, donde la 

marca de α-SYNUCLEINA WT::EGFP  se observó en el citoplasma y núcleo de 

las células (Figura 8B). 

No se detectó la formación de inclusiones proteicas en ninguno de los 

tiempos de inducción, como se muestra en el panel (Figura 8B). A su vez se 

generó la línea celular N2a que expresa EGFP como control, en las cuales se 

realizó el mismo ensayo de western blot a diferentes tiempos (Figura 8C), en las 

cuales se observó una acumulación de la proteína EGFP de 35 kDa dependiente 

del tiempo.  
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Figura 7. Caracterización de un modelo de la ELA in vitro estable e inducible 

en células NSC34: (A) Las células NSC34 que expresan SOD1G85R::EGFP se 

indujeron con doxiciclina a una concentración de 100 ng/ml durante 24, 48 y 72 

horas. Se analizó la expresión proteica mediante western blot. HSP90 fue usado 

como control de carga. (B) Se analizó la expresión de la proteína 

SOD1G85R::EGFP por microscopía de epifluorescencia directa y tinción nuclear 

con la sonda DAPI. La barra de escala corresponde a 50µm. (C) Las células 

NSC34 que expresan EGFP se indujeron con doxiciclina a una concentración de 

100 ng/ml durante 24, 48 y 72 horas. Se analizó la expresión proteica mediante 

western blot. HSP90 fue usado como control de carga. (D) Se analizó la expresión 

de la proteína EGFP por microscopía de epifluorescencia directa y tinción nuclear 

con la sonda DAPI. La barra de escala corresponde a 50 µm. (E) Las células 

NSC34 WT, NSC34 EGFP y NSC34 SOD1G85R::EGFP fueron estimuladas con 

doxiciclina por 48 horas y se determinó el porcentaje de células GFP positivas 

(FITC+) por citometría de flujo. (F) Grafico que representa el porcentaje de 

células FITC+ en cada una de las líneas celulares analizadas (n=3).  
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La marca de fluorescencia se detectó en el citoplasma y núcleo de las 

células (Figura 8D). Posteriormente se midió la fluorescencia de cada línea 

utilizando citometría de flujo (Figura 8E). Se realizó la cuantificación del número 

de células GFP positivas de cada modelo celular, observándose un 57% de celulas 

GFP postivias, en el modelo de neuroblastoma control mientras que en las células 

que sobreexpresan α-SYNUCLEINA WT::EGFP un 20%. Una expresión basal 

cercana un 10% en líneas celulares de EGFP se detecto en la condición sin 

doxiciclina, a diferencia de un 4% de fluorescencia total en el modelo de 

Synucleina (Figura 8F). Se estableció un modelo de agregación proteica de la EP, 

el cual puede ser analizado mediante western blot.  Estos datos sugieren 

fuertemente que la generación de un modelo estable e inducible en células N2a 

con el sistema Tet-One que sobreexpresan α-SYNUCLEINA WT::EGFP no 

forma inclusiones proteicas que puedan ser analizadas por microscopía de 

epifluorescencia. 

 

7.2.3 Caracterización de un modelo in vitro de Poliglutaminas en células 

HEK. 

Se estableció un nuevo modelo de sobreexpresión de poliglutaminas en 

células HEK 293t, se caracterizó mediante la inducción de las proteínas por 24, 48 

y 72 horas, mediante western blot (Figura 9A) y se observó la detección de la 

proteína polyQ79::EGFP de un tamaño de 45 kDa, esta proteína se acumula al 

aumentar el tiempo de inducción, se observaron especies de alto peso molecular 

en los tiempos 48 y 72 horas. 
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Figura 8. Caracterización de un modelo de la EP in vitro estable e inducible 

en células N2A: (A) Células N2a que expresan establemente αSYN WT::EGFP 

se indujeron con doxiciclina a una concentración de 100 ng/ml durante 24, 48 y 

72 horas. Se analizó la expresión proteica mediante western blot. HSP90 fue 

usado como control de carga. (B) Se analizó la expresión de la proteína αSYN 

WT::EGFP por microscopía de epifluorescencia directa y tinción nuclear con la 

sonda DAPI. La barra de escala corresponde a 50 µm. (C) Las células N2a que 

expresan establemente EGFP fueron inducidas con doxiciclina a una 

concentración de 100 ng/ml durante 24, 48 y 72 horas. Se analizó la expresión 

proteica mediante western blot. HSP90 fue usado como control de carga. (D) Se 

analizó la expresión de la proteína EGFP por microscopía de epifluorescencia 

directa y tinción nuclear con la sonda DAPI. La barra de escala corresponde a 50 

µm. (E) Las células N2a WT, N2a EGFP y N2a αSYN WT::EGFP fueron 

inducidas con doxiciclina por 48 horas y se determinó el porcentaje de células 

EGFP positivas (FITC+) por citometría de flujo. (F) Grafico que representa el 

porcentaje de células FITC+ en cada una de las líneas celulares analizadas (n=3).  
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La expresión de las proteínas fluorescentes se analizó utilizando 

microscopía de epifluorescencia (Figura 9B), tanto en el citoplasma celular como 

en el núcleo de estas se observó marca de fluorescencia, además se indentificaron 

inclusiones proteicas citoplasmáticas a las 48 y 72 horas pero solo un 10% de la 

población celular. A su vez se generaron células que sobreexpresan 

polyQ11::EGFP como control, se realizó el mismo ensayo (Figura 9C) midiendo 

la expresión de la proteína a diferentes tiempos, se observó una acumulación 

sostenida en el tiempo. Además la fluorescencia de EGFP se visualizó en el 

citoplasma y en el núcleo celular (Figura 9D). Luego se midió la fluorescencia de 

cada línea utilizando citometría de flujo (Figura 9E). Se realizó la cuantificación 

de la fluorescencia de cada modelo celular (Figura 9F), y se obtuvo un porcentaje 

de células GFP positivas de un 55% en el modelo control mientras que en las 

células que sobreexpresan poliglutaminas acopladas a EGFP el porcentaje fue de 

un 52%. Se observó una expresión basal a un 5% en las celulas polyQ11::EGFP 

en la condición sin doxiciclina, a diferencia de un 3% de fluorescencia total en el 

modelo de poliglutaminas. Estos datos en conjunto sugieren que la sobreexpresión 

de polyQ79::EGFP en células HEK forma agregados proteicos que pueden ser 

analizados por western blot, además de un porcentaje menor de células que 

forman inclusiones proteicas citoplasmáticas que pueden ser analizadas por 

microscopía de epifluorescencia. 
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Figura 9. Caracterización de un modelo de la EH in vitro estable e inducible 

en células HEK: (A) Células HEK 293t que expresan establemente 

polyQ79::EGFP se indujeron con doxiciclina a una concentración de 100 ng/ml 

durante 24, 48 y 72 horas. Se analizó la expresión proteica mediante western blot. 

HSP90 fue usado como control de carga. (B) Se analizó la expresión de la 

proteína polyQ79::EGFP por microscopía de epifluorescencia directa y tinción 

nuclear con la sonda DAPI. La barra de escala corresponde a 50 µm. (C) Las 

células HEK 293t que expresan establemente EGFP se indujeron con doxiciclina a 

una concentración de 100 ng/ml durante 24, 48 y 72 horas. Se analizó la expresión 

proteica mediante western blot. HSP90 fue usado como control de carga. (D) Se 

analizó la expresión de la proteína EGFP por microscopía de epifluorescencia 

directa y tinción nuclear con la sonda DAPI. La barra de escala corresponde a 50 

µm. (E) Las células HEK 293t WT, HEK 293t polyQ11 EGFP y HEK 293t 

polyQ79::EGFP fueron incubadas con doxiciclina a una concentración de 

100ng/ml durante 48 horas y mediante citometría de flujo se determinó el 

porcentaje de células EGFP positivas (FITC+). (F) Grafico que representa el 

porcentaje de células FITC+ en cada una de las líneas celulares analizadas (n=3).  
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En resumen, en la sección 7.1 y 7.2 se establecieron una gran variedad de 

líneas celulares, con el objetivo de generar modelos in vitro de proteinopatías 

(Tabla 2). 

Tabla 2. Resumen de líneas celulares establecidas. 

 

Se decidió utilizar el modelo de EH en células HEK FLP FRT/TO que 

expresa de manera estable y homogénea inclusiones proteicas en toda la población 

celular. Esta línea celular ya ha sido validada como un modelo de agregación 

proteica (Hageman et al. 2010). Con estos datos es que se postuló a este modelo 

para ser utilizado en el ensayo de búsqueda de una nueva propiedad bioactiva de 

anti-agregación de extractos naturales de hoja de murtilla.  

 

7.3 Analizar a gran escala y en forma automatizada el efecto de extractos 

derivados de hojas de murtilla sobre agregación proteica. 

7.3.1 Validación de análisis de microscopía automatizada 

 Con el objetivo de validar los diferentes tipos de protocolos de la 

microscopía automatizada Cellomics se analizaron células HEK FLP FRT/TO 

mHtt-PolyQ74::EGFP por 24 horas. Luego se adquirieron las imágenes mediante 

Proteinopatia Línea Celular Estable Biosensor Agregación por WB Inclusiones por microscopía

EH HEK FLPFRT/TO Si mHtt-PolyQ74::EGFP Si Si

ELA HEK FLPFRT/TO Si SOD1::mCherry Si No

EH N2a No mHtt-PolyQ74::EGFP Si No

ELA NSC34 No SOD1::mCherry Si No

ELA NSC34 Si SOD1G85R::EGFP No No

EP N2a Si αSYN WT::EGFP Si No

EH HEK Si PolyQ79::EGFP Si Si
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microscopía automatizada utilizando la aplicación “General Spot Measurement 

Tool”. Esta aplicación, cuantifica el total de las células por campo las cuales 

equivalen al total de células sembradas por pocillo validando con esto el 

protocolo. Además, se identificó que en valores de alta confluencia y en presencia 

de doxiciclina, se observó  una disminución significativa en el número de células 

en los pocillos con 15.000 y 20.000 células en comparación con los controles sin 

doxiciclina (Figura 10A). Se cuantificaron el número de agregados por célula  y 

se observó un promedio de 1,5 agregados por célula en todas las condiciones al 

ser inducida la expresión de la proteína fluorescente mHtt-PolyQ74::EGFP. La 

expresión basal se mantuvo en promedio a 0,3 agregados por células en todas las 

condiciones (Figura 10B, C). Para validar este ensayo, se determinó el parámetro 

estadístico denominado factor Z, el cual se calcula a partir de los promedios y 

desviaciones estándar de los valores minimos y máximos de un modelo celular. 

Este ensayo valida la línea celular de la EH como un modelo viable para la 

realización de un HTS. Para esto se sembraron células HEK FLP FRT/TO mHtt-

PolyQ74::EGFP 24 horas luego se realizó la inducción proteica por un periodo 

total de 24 horas. Posterior a ello se realizó la adquisición de imágenes por 

microscopía automatizada Cellomics. Al ser calculado el factor Z de este modelo, 

se obtuvo un valor de 0,671 validándolo como modelo para HTS (Figura 10D). 
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Figura 10. Validación de métodos de microscopía automatizada en modelo de 

la EH en células HEK FLP FRT/TO: Las células HEK FLP FRT/TO mHtt-

PolyQ74::EGFP se sembraron a diferente confluencia celular y se indujo la 

expresión de proteínas con 1 µg/ml de doxiciclina durante 48 horas. (A) Mediante 

microscopía Cellomics se determinó el número de células totales (n=8) (*p <0,05; 

prueba no paramétrica Mann-Whitney) (*** p<0,01 prueba no paramétrica Mann-

Whitney). (B) Las células HEK FLP FRT/TO mHtt-PolyQ74::EGFP se 

sembraron en diferente confluencia celular y se indujo la expresión de proteínas 

con 1 µg/ml de doxiciclina durante 48 horas y mediante microscopía Cellomics se 

determinó el número agregados por célula (n=8). (C) Imágenes representativas 

obtenidas de los 3 canales por microscopía Cellomics. (D) Calculo del Factor Z en 

células inducidas por 24 horas y determinación del número de agregados por 

célula por microscopía Cellomics. 
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Con la finalidad de identificar a qye concentraciones de extractos de hoja 

de murtilla generan citotoxicidad en las células NSC34. Las células se incubaron 

con concentraciones crecientes de diferentes extractos de murtilla derivados de la 

fracción de Acetato de Etilo y Etanolico. Luego de 24 horas de incubación, las 

células se visualizaron y cuantificadas utilizando la plataforma Cellomics. En los 

extractos derivados de la fracción etanolica de murtilla a una concentración 1 

µg/ml no son tóxicos en las células NSC34, en cambio al aumentar la 

concentración de los diferentes extractos, se observa una disminución en el 

número de celular dependiente de la concentración lo que sugiere fuertemente 

citotoxicidad celular(Figura 11A). Este efecto se observó en extractos de acetato 

de etilo que resultaron ser tóxicos a una concentración de 100 µg/ml en 

comparación a concentraciones inferiores de 10 µg/ml y 1 µg/ml (Figura 11B).  

El mismo análisis se realizó en células N2a, en donde se identificó que 

extractos derivados de la fase etanolica son tóxicos a concentraciones mayores a 

100 µg/ml evidenciándose en una disminución en el número de células por campo 

en comparación con el control DMSO. Esto, no se observó a concentraciones 

entre 1 µg/ml y 10 µg/ml en donde la disminución del número de células por 

campo es menor en comparación con la concentración más alta de extractos 

(Figura 12A). En el siguiente gráfico se observó un efecto similar en los extractos 

derivados de la fracción de acetato de etilo de hoja de murtilla en donde 

disminuye el número de células al aumentar las concentraciones de estos (Figura 

12B). Además se observó un aumento de 3 veces en promedio del número de 

células por campo en el extracto de acetato de etilo 19-1 ha con respecto al control 
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DMSO, lo que sugiere que este extracto participaría como un agente que 

promueve la proliferación en células N2a (Figura 12B). De esta manera, se 

decidió utilizar los extractos derivados de hojas de murtilla a las concentraciones 

1 µg/ml  y 25 µg/ml para los experimentos posteriores. 

 

7.3.3 Análisis del impacto en la viabilidad celular y agregación proteica de 

extractos de hoja de murtilla en un modelo in vitro de poliglutaminas. 

En la búsqueda de identificar extractos de hoja de murtilla que disminuyan 

la agregación proteica se realizó un ensayo en células HEK FLP FRT/TOmHtt-

PolyQ74::EGFP. Se incubaron por 24 horas en presencia de diferentes extractos 

de hojas de murtilla a una concentración de 25 µg/ml, en paralelo estas células se 

estimularon para expresar la proteína mHtt-polyQ74::EGFP. 

Las imágenes fueron adquiridas y cuantificadas utilizando la plataforma 

Cellomics. La formación de agregados proteicos de mHtt-PolyQ74::EGFP en 

ausencia de doxiciclina se mantiene en un basal inferior a los 2 agregados por 

célula en la mayoría de las muestras incubadas con diferentes extractos naturales 

derviados tanto de acetato de etilo como etanolicos (Figura 13A). Además, se 

cuantificó la viabilidad celular midiendo la incorporación de 7-AAD. Se observó 

que extractos obtenidos a partir de la fracción de acetato de etilo son más tóxicos 

a concentraciones de 25 µg/ml en células HEK mHtt-PolyQ74::EGFP en ausencia 

de doxiciclina a diferencia de los extractos derivados de la fracción etanolica 

(Figura 13B).  
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Figura 11. Análisis de toxicidad celular mediada por extractos naturales de 

hoja de murtilla en células NSC34 WT: (A) Las células NSC34 WT se 

incubaron con diferentes extractos etanólicos (EET) de hoja de murtilla a una 

concentración de 1 µg/ml, 10 µg/ml y 100 µg/ml. Mediante microscopía 

Cellomics se cuantificó el número de células por campo en cada condición 

respecto al control DMSO. (B) Este mismo análisis se realizó con extractos de 

acetato de etilo (EAE) de hojas de murtilla. Se utilizó estaurosporina como control 

positivo de muerte celular. 
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Figura 12. Análisis de la toxicidad celular mediada por extractos naturales de  

hoja de murtilla en células N2A: (A) Las células N2A se incubaron con 

diferentes extractos etanólicos (EET) de hoja de murtilla a una concentración de 1 

µg/ml, 10 µg/ml y 100 µg/ml. Mediante microscopía Cellomics se cuantificó el 

número de células por campo en cada condición respecto al control DMSO. (B) 

Este mismo análisis se realizó con extractos de acetato de etilo (EAE) de hojas de 

murtilla. Se utilizó estaurosporina como control positivo de muerte celular. 
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La disminución de agregados proteicos en las muestras incubadas con 

extractos etanolicos no fueron significativas. Se observó una disminución 

significativa en comparación con el control no tratado (NT) en las muestras 

incubadas con los extractos de acetato de etilo 19-1,19-2,22-1,23-2 y la muestras 

cauquenes (Figura 13C). En paralelo se cuantificó de forma automatizada la 

muerte celular en donde se observó nuevamente que el patrón de toxicidad 

inducida por los extractos de acetato de etilo en comparación con los extractos 

etanolicos fue significativamente mayor.  

 

8. Discusión 

En este trabajo hemos desarrollado nuevos modelos celulares de 

enfermedades neurodegenerativas, y además se estudiaron las propiedades 

bioactivas de extractos naturales de hoja de murtilla, en particular su capacidad 

disminuir la acumulación de agregados proteicos con el fin de obtener una 

alternativa terapéutica para el tratamiento de proteinopatías que afectan al cerebro. 
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Figura 13. Análisis del efecto de compuestos naturales de hoja de murtilla en 

la agregación proteica y muerte celular en modelos in vitro de la EH: (A) Las 

células HEK FLP FRT/TO mHtt-PolyQ74::EGFP fueron incubadas con diferentes 

extractos de hoja de murtilla y se realizó la cuantificación de número agregados 

por célula en ausencia y presencia de doxiciclina (B). En las mismas células se 

determinó la viabilidad celular mediante la medición del fluoroforo 7-AAD por 

célula en ausencia (C) y presencia de doxiciclina (D). 
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8.1 Modelos celulares de proteinopatías 

La búsqueda de modelos in vitro de proteinopatías sigue siendo un área de 

intenso desarrollo. Diferentes grupos de investigación han postulado posibles 

modelos celulares, los cuales en gran medida utilizan agentes químicos que 

promueven la agregación proteica (Narkiewicz et al. 2014), por ejemplo 

inhibidores de proteosoma como MG-132 (McLean et al. 2001, Nonaka et al. 

2013), así como la utilización de algunos metales tales como el cobre (Paik et al. 

1999). Además mediante la manipulaciones genéticas de variantes patológicas se 

han logrado generar modelos celulares que recapitulan ciertas características de 

estas enfermedades (Lazaro et al. 2014).  

En este trabajo se establecieron diferentes métodos de generación de 

modelos in vitro de proteinopatías. Estos modelos se basaron en que incorporan 

establemente el gen de interés (gen de la proteína patogénica) en el genoma y que 

la expresión proteica es inducible por tetraciclina. 

Uno de los modelos celulares de agregación proteica más reproducible y 

agresiva es la expresión de la proteína mHtt que remeda la condición patológica 

descrita en la enfermedad de Huntington (Figura 1). Este modelo fue establecido 

en células HEK FLP FRT/TO y se utilizó para el estudio de agregación proteica 

desarrollado en el presente trabajo el cual ya ha sido publicado como modelo in 

vitro de la EH (Hageman et al. 2010).  

Además se estableció un modelo de ELA en las células HEK FLP 

FRT/TO, basado en la expresión de la proteína SOD1. En estas nuevas líneas 

celulares no se observó la formación de inclusiones proteicas. Con el fin de 
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resolver este dificultad se decidió establecer estos modelos celulares en líneas 

celulares tipo neuronales, considerando los resultados obtenidos previamente en el 

laboratorio en los cuales se ha logrado observar la formación de inclusiones 

proteicas en estos tipos celulares (Hetz et al. 2009, Vidal et al. 2012). Se 

establecieron modelos in vitro de la EH en células N2A y de ELA en NSC34. En 

ambos modelos propuestos de agregación proteica no fue posible observar dicho 

fenómeno (Figura 3), por lo que se propuso utilizar una metodología diferente a 

las anteriormente implementadas con la finalidad de generar un sistema más 

agresivo de expresión y poder obtener un modelo de agregación en una línea 

celular tipo neuronal. 

A lo largo de los años, diferentes métodos de transferencia de genes de 

interés en líneas celulares han sido utilizadas. Uno de ellos son los vectores 

lentivirales portadores de genes de interés combinado con sistemas inducibles que 

han sido validados como un método eficiente de expresión proteica obteniéndose 

inserciones estables del gen unto con un aumento de expresión proteica cerca de 

10.000 veces (Benabdellah et al. 2011, Heinz et al. 2011). El sistema de expresión 

tetraciclina (Tet-ON) (Xie et al. 2008), es el más utilizado y validado para regular 

la expresión de genes de interés tanto in vitro (Xu et al. 2012, Yang et al. 2013, 

Nair et al. 2014, Wakasa et al. 2015) como en modelos in vivo (Szulc et al. 2006, 

Sato et al. 2013, Dogbevia et al. 2015). En este trabajo se utilizaron dos sistemas 

basados en el Tet-On: el sistema FLP FRT/TO y el sistema pLVX Tet-On, los 

cuales son trascripcionalmente controlados de manera diferente.  El sistema FLP 

FRT/TO posee el inserto de manera estable junto con la expresión del represor tR 
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unido al promotor hibrido CMV/TetO2, el cual en presencia de doxiciclina es 

separado de este promotor permitiendo la traducción de la proteínas de interés 

(Esquema 1). El sistema lentiviral pLVX, en cambio, posee un sistema todo en 

uno, en donde la modulación de la expresión de las proteínas de interés es 

regulado por el transactivador tA el cual en presencia de doxiciclina se une al 

promotor PTRE3GS iniciándose la traducción proteica (Esquema 2). Además el 

sistema pLVX, posee la capacidad de generar un modelo inducible en cualquier 

línea celular de interés debido al amplio tropismo de este tipo de partículas 

virales. 

Mediante el sistema pLVX se establecieron 3 modelos celulares de 

proteinopatías basados en los biosensores SOD1G85R::EGFP, α-SYN WT::EGFP 

y polyQ79::EGFP. Estos biosensores fueron utilizados previamente en nuestro 

laboratorio como modelos de agregación proteica, pero usando expresión 

transitoria (Hetz et al. 2009, Vidal et al. 2012). Aun cuando la expresión de los 

biosensores fue inducida de manera correcta los niveles proteicos alcanzados no 

fueron suficientes para generar inclusiones proteicas. Esto puede ser explicado por 

la regulación de los promotores que utiliza este tipo de sistema de expresión 

inducible por la droga tetraciclina, que impide alcanzar niveles proteicos 

citotóxicos.  

Finalmente aun cuando los modelos celulares de proteinopatías 

desarrollados en líneas de tipo neuronal, no pudieron ser usados para el estudio 

anti-agregación de los extractos de murtilla, constituyen una importante 

contribución a la investigación de proteinopatías, ya que será posible establecer 
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otros fenotipos gatillados por la expresión de estos biosensores en estos tipos 

celulares, como degeneración de neuritas, citoxicicidad, estrés oxidativo, daño 

mitocondrial, entre otras. 

 

8.2 Propiedades anti-agregación de extractos de hoja de murtilla 

A lo largo de los años, diferentes metodologías han sido utilizadas en la 

búsqueda de nuevas moléculas bioactivas para el tratamiento de enfermedades que 

actualmente carecen de una cura efectiva.  En el último tiempo la necesidad de 

realizar estas búsquedas a mayor escala se ha intensificado, de hecho 

metodologías basadas en ensayos bioquímicos han sido desplazadas por la 

utilización de ensayos en modelos celulares y posterior análisis basada en 

microscopía automatizada a gran escala (Moore et al. 2001, Taylor et al. 2001, 

Rausch 2005). La tecnología Cellomics es una de ella y se ha posicionado como 

pionera en la búsqueda de nuevas drogas a gran escala. Es por esto que en esta 

tesis desarrollamos esta tecnología con el objetivo de identificar de manera 

automatizada la propiedad anti-agregación que poseen extractos naturales de hoja 

de murtilla. 

El modelo celular HEK FLP FRT/TO mHtt-PolyQ74::EGFP (Figura 1) se 

validó como un modelo viable para realizar HTS (Figura 10B), mediante la 

determinación del factor-Z el cual está definido por los promedios y las 

desviaciones estándar de los controles positivos y controles negativos (Zhang et 

al. 1999), que proporcionan un rango dinámico óptimo para determinar el 

porcentaje de aumento o disminución de inclusiones proteicas frente a un 
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tratamiento farmacológico en este caso extractos de hojas de murtilla. Además se 

analizó el rango de concentración de los extractos que no genere citotoxicidad en 

líneas celulares. Los resultados obtenidos mostraron que estos extractos son 

inocuos en un rango de acción entre 1µg/ml y al menos 50µg/ml en líneas 

celulares tipos neuronales (Figura 11 y 12). Este rango fue utilizado para definir 

el rol de los extractos de hoja de murtilla como agentes anti-agregación en nuestro 

modelo de la EH.   

Mediante microscopía Cellomics, se identificaron cinco extractos de hoja 

de murtilla (acetato de etilo) 19-1,19-2,22-1,23-2 y la muestra cauquenes los 

cuales disminuyen significativamente los agregados de mHtt-PolyQ74::EGFP en 

células HEK293 FLP FRT/TO (Figura 13B). 

La actividad anti-agregación de estos extractos se suman a estudios 

previos donde han descrito la capacidad anti-oxidante de extractos de murtilla en 

eritrocitos tratados con HClO y su capacidad anti-inflamatoria tópica en modelos 

in vivo (Aguirre et al. 2006, Suwalsky et al. 2007).   

Las hojas de Ugni molinae han sido identificadas como una fuente de 

polifenoles importante (Rubilar et al. 2006). A su vez la actividad neuroprotectora 

de los polifenoles ha sido comprobada en diferentes modelos de enfermedades 

neurodegenerativas, por ejemplo en una mejora en déficits motores y de 

comportamiento en modelos de la enfermedad de Alzheimer (Joseph et al. 2003) y 

en modelos in vitro en los cuales se han identificado compuestos polifenólicos 

con propiedad citoprotectora (Savaskan et al. 2003, Rezai-Zadeh et al. 2005). Es 

posible que la actividad anti-agregación observada en extractos de hoja de 

SO
LO

 USO
 ACADÉMICO



75 
 

murtilla se deba en parte a la presencia de este tipo de moléculas que actúan como 

agentes antioxidantes. 

Además, extractos de Aristotelia chilensis un tipo de berries chilenos han 

sido identificados como posibles agentes neuroprotectores, debido a que interfiere 

directamente con los péptidos de Aβ disminuyendo el proceso de agregación de 

estos, generando una disminución de la toxicidad de estas inclusiones proteicas en 

modelos in vitro (Fuentealba et al. 2011). 

En la constante búsqueda de adquirir valor agregado a nuestra flora 

Chilena diversos grupos de investigación han enfocado sus investigaciones a este 

fin. La Dra. Carla Delporte colaboradora de esta investigación en conjunto con el 

Dr. Leon Goity posterior a la extracción seriada de hoja de murtilla, analizaron los 

diferentes extractos de hoja de murtilla en donde identificaron además de 

compuestos fenólicos en la fracción de Acetato de Etilo la presencia de 

triterpenoides pentaciclicos (Delporte et al. 2007, Goity 2013). Dentro de la 

investigación se identificó en mayor proporción la presencia de los ácidos 

corosólico, ursólico y oleanólico. El ácido corosólico un triterpenoide pentacíclico 

ha sido identificado como un potente agente antitumoral en diferentes modelos de 

cáncer (Fujiwara et al. 2014, Kim et al. 2014, Ku et al. 2015), así como también el 

ácido oleanólico el cual inhibe la proliferación de células tumorales de 

glioblastoma (Fujiwara et al. 2011). A diferencia de estos últimos dos 

compuestos, el ácido ursólico ha sido estudiado en modelos in vitro de Alzheimer. 

Este triterpenoide se identificó como un inhibidor directo de los péptidos de Aβ y 

su unión al receptor CD356, el cual ha sido descrito como biomarcador en 
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muestras postmortem de pacientes con Alzheimer (Wilkinson et al. 2011). La 

presencia de compuestos fenólicos con polaridades más baja a diferencia de los 

detectados en la fracción de extracción etanólica también fueron detectados en las 

muestras de los extractos de hoja de murtilla en la fracción de acetato de etilo. En 

conjunto con estos resultados y los obtenidos en este trabajo de tesis se sugiere 

que la propiedad bioactiva de anti-agregación identificada en los compuestos 19-

1,19-2,22-1,23-2 y la muestra cauquenes seria brindada tanto por la presencia de 

polifenoles y potenciada por estos compuestos triterpenoides. 

Las diferentes propiedades bioactivas de murtilla aún no están totalmente 

definidas. Las hojas de este berrie chileno a lo largo del tiempo han sido utilizadas 

en medicina tradicional, y se le atribuye propiedades astringentes, estimulantes y 

aromáticas, además de diversas propiedades terapéuticas frente a las afecciones de 

la piel y para el tratamiento de dolores del tracto urinario (Montenegro, 2000; 

Montes y Wilkomirsky, 1985). La infusión de sus hojas es empleada para suavizar 

el cutis reseco y aumentar la elasticidad de la piel (Montenegro ,et al. 2005). 

Finalmente promover el consumo de este berrie endémico chileno sería un 

posible tratamiento preventivo frente a posibles enfermedades de tipo inflamatoria 

como aquellas enfermedades asociadas a neuropatías previniendo la formación de 

estos cúmulos proteicos tóxicos. En el ámbito biotecnológico generar un producto 

dando un nuevo valor agregado a nuestra flora chilena, específicamente a la 

murtilla donde nuestros ancestros predijeron sus propiedades desde tiempos 

remotos. 
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 9. Proyecciones 

Este trabajo contribuye por primera vez a la exploración del uso de 

extractos naturales de hoja de murtilla en modelos celulares de proteinopatías. El 

desarrollo biotecnológico en el área de la biomedicina en la utilización de 

compuestos naturales de plantas endémicas chilenas como posible terapia en 

diferentes enfermedades neurodegenerativas es realmente bajo, aún más la 

utilización de tecnología de punta de microscopía automatizada abre una área 

poco explorada en Chile con un alto valor agregado. 

Aun cuando los modelos in vitro de proteinopatías generados en este 

trabajo no fueron utilizados en el estudio inicial resulta interesante realizar un 

estudio secundario utilizando microscopía automatizada por ejemplo, para evaluar 

la acción terapéutica en la denditrogenesis, un efecto patológico crucial dentro de 

la progresión de las enfermedades neurodegenerativas (Liu et al. 2007, Radio et 

al. 2010). 

Por otro lado, las líneas celulares que expresan los biosensores 

SOD1G85R::EGFP, α-SYN WT::EGFP y polyQ79::EGFP resultan una 

herramienta única debido a que en todos estos fue posible identificar especies de 

alto peso molecular por western blot. Estas especies corresponden a oligomeros 

proteicos que debido a su tamaño no son observados a nivel celular por 

microscopía, pero dado sus propiedades bioquímicas pueden ser visualizadas por 

otros métodos. 

Otro análisis que se requiere abordar en un nuevo estudio es identificar los 

compuestos que componen estos extractos de hoja de murtilla que estarían 
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participando en la disminución de estas inclusiones proteicas. Para ello es 

necesario realizar un estudio de identificación con nuestros colaboradores 

utilizando tecnología disponible de HPLC-MS con la finalidad de obtener un 

producto biotecnológico el cual ayude a prevenir la aparición de estas inclusiones 

proteicas, y por qué no generar una patente del mismo. 

Dentro del objetivo general del proyecto en el que se enmarca esta tesis es 

utilizar compuestos derivados de otras plantas endémicas chilenas a lo largo de 

todo Chile. Por este motivo la metodología generada en esta tesis permitiría 

dilucidar si estos nuevos extractos también poseen propiedades bioactivas de anti-

agregación utilizando la variedad de los modelos celulares de proteinopatías 

generados. 

 

10. Conclusiones 

• Mediante el sistema pLVX se logró establecer modelos celulares de 

proteinopatias tipo neuronales inducibles y estables.  

• La tecnología Cellomics es una herramienta apropiada para identificar y 

cuantificar inclusiones proteicas de forma automatizada en modelos 

celulares de proteinopatias. 

• Los extractos naturales de hoja de murtilla de la fracción de Acetato de 

Etilo 19-1,19-2,22-1,23-2 y la muestra cauquenes disminuyen inclusiones 

proteicas de mHtt-PolyQ74::EGFP analizadas y cuantificadas por 

microscopía Cellomics en células HEK. 
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