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RESUMEN 
 
 

Una de las principales evidencias en la Enfermedad de Parkinson es el estrés 
oxidativo provocado por las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, en las 
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra del sistema estriado. Debido a 
que en la actualidad no se ha podido controlar de forma satisfactoria este 
fenómeno, continuamente se desarrollan modelos animales y celulares con 
neurotoxinas cuyo objetivo es encontrar sustancias capaces de revertir, mitigar o 
prevenir las reacciones de oxidación en macromoléculas celulares.  
 
Es por esto, que se planteó en este estudio construir un modelo de la enfermedad 
de Parkinson empleando la línea celular SH-SY5Y y rotenona, el cual sirvió para 
evaluar el efecto de los compuestos antioxidantes extraídos a partir de variedades 
de morera (Morus spp L), en términos de reversión, mitigación y prevención del 
daño oxidativo. 
 
En este estudio se partió de 15 variedades del genero Morus de la familia 
Moraceae. Para cada muestra vegetal colectada se obtuvieron los extractos de 
metanol-agua y acetona-agua con los sistemas microondas y sonicación, a los 
cuales se les determinó la actividad antioxidante y la concentración de fenoles 
totales. Posteriormente, se seleccionaron algunos extractos para evaluar su efecto 
protector a nivel de ácidos nucleicos, lípidos, proteínas y viabilidad en línea celular 
SH-SY5Y. 
 
Los resultados mostraron que los extractos obtenidos por el método 
sonicación/acetona-agua tuvieron un efecto antioxidante capaz de inhibir y 
prevenir el deterioro oxidativo generado en la línea celular SH-SY5Y, cuando esta 
fue expuesta a concentraciones de rotenona 50 µM. Además, se evidenció una 
actividad protectora similar al resveratrol con extractos de las variedades Subong 
Pong, Ichinose y AA-2. 
 
 
Palabras clave: Morus, estrés oxidativo, neuroprotector, rotenona. 
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ABSTRACT 
 
 
An important evidence in Parkinson's disease is oxidative stress, caused by 
reactive oxygen and nitrogen species in dopaminergic neurons of the substantia 
nigra in striatal system. Because, today is hasn't been able to control this 
phenomenon, continuously they are developed animal and cell models aimed at 
finding substances able to reverse, alleviate or prevent the oxidation reactions that 
take place in cellular macromolecules. 
 
Therefore, it was raised in this research, to build a model of Parkinson's disease 
using the cell line SH-SY5Y and rotenone, which served to assess the effect of 
antioxidant compounds extracted from varieties of mulberry (Morus spp L) in terms 
of reversal, mitigation and prevention of oxidative damage. 
 
In this study we started from 15 varieties of the genus Morus of the family 
Moraceae. Each vegetal collected sample, it was extracted with different methods 
(sonication/methanol-water; sonication/acetone-water, microwave/methanol-water, 
microwave/methanol-water), and it's determined the antioxidant activity and the 
concentration of total phenols. Subsequently, some extracts were selected to 
evaluate its effect at nucleic acids, lipids, proteins and the cell line SH-SY5Y's 
viability. 
 
The results showed that the acetone extracts had an antioxidant effect capable of 
inhibiting and preventing oxidative deterioration generated in the cell line SH-
SY5Y, when it was exposed to concentrations of 50 mM rotenone. In addition, 
extracts to the varieties Subong Pong, Ichinose and AA-2 displayed similar activity 
to resveratrol. 
 
 
 
Keywords: Morus, oxidative stress, neuroprotector, rotenone. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La enfermedad de Parkinson (PD) es un trastorno progresivo y neurodegenerativo, 
asociado con una pérdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la 
sustancia negra y la degeneración de las fibras nerviosas en el cuerpo estriado [1]. 
Debido a que actualmente no hay ninguna terapia que retrase el proceso 
neurodegenerativo, la modificación del curso de la enfermedad es una importante 
necesidad clínica aún insatisfecha. Por lo tanto, la comprensión de los 
mecanismos celulares por los cuales se afectan las neuronas ha sido objeto de 
intensa investigación [2].  
 
Las evidencias sugieren que el estrés oxidativo juega un papel importante en esta 
enfermedad, ya que la gran cantidad de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 
que no se logran controlar, provocan modificaciones en las macromoléculas 
intracelulares que alteran las funciones y supervivencia celular [3]. 
 
PD es ampliamente aceptada como un trastorno multifactorial, con influencia de 
componentes genéticos y ambientales. Se estima que alrededor del 10% de los 
casos de PD tienen una causa monogénica mientras que los demás tienen un 
origen desconocido [4]. A la PD se han asociado diversos factores de riesgo 
ambientales que pueden aumentar o disminuir la susceptibilidad a este trastorno; 
dentro de los cuales se encuentran el tabaquismo [1], el consumo de agua, el 
ejercicio, traumas cerebrales, exposición a agentes infecciosos, a metales [5] y a 
plaguicidas (fumigantes, fungicidas, herbicidas, insecticidas y rodenticidas) [6].  
 
Se conocen varios pesticidas comerciales que imitan las características clínicas y 
patológicas de la PD. Entre estos se destaca la rotenona, una toxina que tiene 
como mecanismo de acción la generación de especies reactivas de oxígeno 
debido a la inhibición del complejo I de la cadena respiratoria de electrones en la 
mitocondria [7]. Por lo anterior, esta toxina ha sido empleada en modelos in vitro e 
in vivo con el objetivo de conocer los fenómenos involucrados en la pérdida de 
neuronas dopaminérgicas y evaluar sustancias con potencial para el tratamiento 
de este trastorno [8-11]. 
 
Diversos hallazgos sugieren que la ingesta de antioxidantes en la dieta diaria 
podría mitigar el estrés oxidativo y reducir el riesgo de neurodegeneración [12]. 
Aunque, se han descrito efectos secundarios asociados a la terapia con 
antioxidantes sintéticos tales como daño hepático, carcinogénesis, etc. Por lo 
tanto, la investigación en este campo se ha dirigido hacia la búsqueda de 
antioxidantes naturales como una estrategia terapéutica para combatir 
enfermedades degenerativas como el Parkinson [13]. 
 
La morera es una planta perteneciente al género Morus (familia Moraceae) 
ampliamente cultivada en todo el mundo. En la medicina tradicional oriental, se ha 
utilizado para tratar el estreñimiento, la inflamación, el cansancio físico y la 
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diabetes, además, se ha asociado con un aumento en la calidad de vida y la 
longevidad [14]. Pese a que se ha demostrado en ensayos in vitro, que las hojas 
de morera poseen la habilidad de captar radicales libres y un gran potencial 
antioxidante, existen pocos estudios donde se verifique su efecto neuroprotector 
en enfermedades como el Parkinson [15]. 
 
En el presente trabajo se utilizó la línea celular SH-SY5Y para generar un modelo 
de la enfermedad de Parkinson; el cuál fue inducido mediante rotenona; este 
modelo toxicológico se empleó para evaluar los efectos de los metabolitos 
secundarios con propiedades antioxidantes presentes en los extractos de ciertas 
variedades del género Morus. Además, se determinó si los extractos mitigan, 
previenen o contrarrestan el daño oxidativo en las células. 
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 
 

Entre las enfermedades neurológicas más comunes en el mundo, se encuentran 
los trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (AD), 
enfermedad de Parkinson (PD) y la esclerosis lateral amiotrófica (ALS). De 
acuerdo a un informe publicado por la Organización Mundial de la Salud (OMS) en 
el año 2008, estos desordenes fueron la vigésimo quinta causa de muerte en el 
mundo y se estima que para el año 2030 asciendan a la décimo séptima posición 
representando un 1.2% de los fallecimientos. Así mismo, este documento señala 
que Colombia no es ajeno a esta problemática ya que estas enfermedades 
responden por el 1.4% de las muertes en el país [16].  
 
En el caso del Parkinson, debido a que la esperanza de vida de la población va en 
aumento, se tiene un mayor riesgo de sufrir este desorden. Además, el panorama 
no es muy alentador, pues no se conoce a fondo su etiopatogenia y no existen 
tratamientos que alteren significativamente su progreso [17, 18]. Es por esto, que 
la comunidad científica se encuentra en una búsqueda continua de sustancias que 
mitiguen, curen o eviten esta enfermedad. 
 
Gracias al descubrimiento de que los factores ambientales que causan el estrés 
oxidativo pueden estar asociados con la enfermedad de Parkinson y de que este 
desorden está relacionado con una pérdida progresiva de las neuronas 
dopaminérgicas de la sustancia negra del sistema estriado [19], se han logrado 
crear múltiples modelos para estudiar la pérdida de neuronas dopaminérgicas y 
evaluar el daño en macromoléculas celulares [20]. Estos modelos pueden ser 
animales (ratón, rata) o líneas celulares (SH-SY5Y, PC12) a las cuales se les 
induce un daño con toxinas como la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) [21], 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) [22], rotenona [23] y el paraquat [24] 
 
El daño oxidativo causado por rotenona en células neuronales, afecta a proteínas, 
lípidos y ADN debido a la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS, por 
sus siglas en inglés) como el radical hidroxilo, para el cual las células no poseen 
defensas antioxidantes que lo eliminen [25]. Además, factores como la elevada 
tasa metabólica, la presencia de metales de transición [26] y ácidos grasos 
poliinsaturados [27] favorecen su mecanismo de acción.  
 
Una rama de la investigación básica relacionada con el Parkinson se ha centrado 
en la búsqueda de moléculas biológicas que compitan con sustratos oxidables por 
las ROS, buscando inhibir o revertir el proceso de oxidación en moléculas 
fundamentales [25]. Dentro de este grupo de sustancias se encuentran los 
antioxidantes, tales como la vitamina C (15), vitamina E (83) y los polifenoles [28]. 
Estos últimos, provienen del metabolismo secundario de las plantas y han cobrado 
interés por su acción en la industria de alimentos al bloquear las reacciones de 
pardeamiento en frutas [29] y en la industria farmacéutica al aportar efectos 
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neuroprotectores y de prevención del envejecimiento [30-33], aunque aún se 
desconoce en muchos casos el modo de acción de éstas moléculas. 
 
Una fuente comprobada de sustancias antioxidantes con las características 
mencionadas, específicamente polifenoles, es la morera (Morus spp L.) [29, 34], 
una planta de la que se han evaluado y descrito propiedades terapéuticas [35].  
 
En Colombia, se ha promovido el desarrollo de la industria de la sericultura en 
varias regiones como una alternativa de trabajo para los agricultores. Debido a 
este proceso la granja experimental “El Pílamo” a cargo de la Universidad 
Tecnológica de Pereira, posee un banco de germoplasma con 31 accesiones del 
género Morus, a las cuales les fue evaluada la diversidad genética y los tipos de 
relaciones entre ellas, mediante el uso de marcadores moleculares AFLPs; 
estableciendo de esta manera una línea base para iniciar los estudios tendientes a 
aumentar el conocimiento de este importante recurso vegetal y aprovechar al 
máximo sus características [36]. Esto, conforme al documento CONPES 3697 [37] 
se encuentra en el campo de la bioprospección, ya que con esta investigación se 
desea realizar una exploración sistemática de la morera para obtener compuestos 
fitoquímicos que tengan potencial de ser aprovechados comercialmente como 
antioxidantes [38].  
 
Acorde a lo expuesto, en esta investigación se pretende identificar extractos con 
capacidad antioxidante y potencial para disminuir, mitigar o contrarrestar el estrés 
oxidativo causado por la rotenona. Esto con el fin de buscar un uso farmacológico 
de la morera, bien sea en la etapa preventiva o en el tratamiento de la Enfermedad 
de Parkinson. Es por esto, que se pretende responder la pregunta ¿Cuál es el 
efecto de los compuestos antioxidantes extraídos a partir de morera (Morus spp 
L.) sobre un modelo de la enfermedad de Parkinson? 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1. OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar in vitro el efecto de los compuestos antioxidantes extraídos a partir de 
morera (Morus spp L.) sobre un modelo de la enfermedad de Parkinson. 
 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Determinar la actividad antioxidante y la concentración de fenoles totales de 
los extractos de las 15 variedades de morera. 
 

 Evaluar la toxicidad de los extractos de morera sobre la línea celular SH-
SY5Y. 
 

 Establecer la línea celular SH-SY5Y como un modelo in vitro para el estudio 
de la enfermedad de Parkinson. 
 

 Determinar el efecto de los extractos de morera sobre las macromoléculas y la 
viabilidad de la línea celular SH-SY5Y expuesta a rotenona. 
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3. MARCO TEÓRICO 
 
El género Morus es uno de grupos taxonómicos más interesantes por su gran 
variabilidad genética y su importancia comercial [39]. La familia Moraceae se 
subdivide en 4 subfamilias, 55 géneros y cerca de 950 especies, cada una con 
miles de variedades [40, 41]. La morera se distribuye ampliamente en el mundo, 
desde regiones tropicales hasta regiones subarticas [42, 43]. Sus hojas son 
utilizadas en bebidas y sus frutos son consumidos frescos o en forma de jugos o 
conservas [44]. Adicionalmente la morera se siembra para prevenir la erosión en 
suelos que están sometidos a la acción del agua o del viento y es utilizada como 
forraje para diversas especies de ganado por su alto valor nutritivo, expresado en 
sus elevados niveles de proteína [39].  
 
Recientemente, se ha prestado mucha atención al uso de productos naturales con 
propiedades cosmeceúticas y la familia Moraceae es una de las más interesantes 
en este sentido, gracias a su alto contenido de metabolitos [25]. Estos 
compuestos, son una serie de sustancias no nutritivas llamadas sustancias 
bioactivas o fitoquímicas que intervienen en el metabolismo secundario de los 
vegetales: sustancias colorantes (pigmentos), aromáticas, reguladores del 
crecimiento, protectores naturales frente a parásitos y otros, que no tienen una 
función nutricional clásicamente definida, o no son considerados esenciales para 
la salud humana, pero que pueden tener un impacto significativo en el curso de 
alguna enfermedad. Los compuestos fenólicos o polifenoles son un grupo de estas 
sustancias. Químicamente son compuestos que tienen al menos un anillo 
aromático al que está unido uno o más grupos hidroxilo. Existen más de 5000 
polifenoles identificados, incluyendo 2000 flavonoides [45]. Los polifenoles varían 
en su estructura: los ácidos hidroxibenzoico y el hidroxicianímico poseen un anillo 
sencillo. Mientras que los flavonoides normalmente consisten en dos anillos de 
bencenos unidos a un heterociclo que contiene un oxígeno. Estos se clasifican en 
antocianinas, flavon-3-ols, flavonas, flavanonas y flavonoles, también, son 
consideradas las chalconas, a pesar de no poseen un anillo heterocíclico. A 
continuación se muestran algunas estructuras generales de los compuestos 
polifenólicos. 

 
Figura 3-1. Estructuras químicas de los principales  grupos antioxidantes y fitoquímicos 
antioxidantes 
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Tomada de [45]. 

 
Los polifenoles son antioxidantes muy importantes, a causa de su alto potencial 
redox, lo que les permite actuar como agentes reductores (donantes de hidrógeno) 
[46] y quelantes de metales [47]. La actividad antioxidante de los polifenoles de la 
dieta se considera que es mucho mayor que la de las vitaminas esenciales, por lo 
tanto, contribuyen significativamente a beneficios en la salud [45], sin embargo, 
aún no es claro si estas moléculas ayudan a contrarrestar daños celulares 
característicos de enfermedades neurodegenerativas. 
 
Debido a que los polifenoles se encuentran inmersos en plantas y alimentos, es 
necesario, utilizar métodos para lograr su extracción y para cuantificar su 
concentración. La extracción de estos compuestos bioactivos es el primer paso en 
la utilización de los fitoquímicos en la preparación de suplementos dietéticos o 
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nutracéuticos, ingredientes alimentarios, farmacéuticos y productos cosméticos. La 
extracción con solventes es uno de los procedimientos más comúnmente 
utilizados debido a su facilidad de uso, eficiencia y amplia aplicabilidad [48]. 
Específicamente para el género Morus, se ha logrado extraer metabolitos 
secundarios como flavonoles glicosilados (rutina, isoquercetina) [49], vitaminas 
(niacina) [50], flavonoides [51], antocianinas [52], entre otros grupos de moléculas 
de interés.   
 
Es generalmente conocido que el rendimiento de la extracción química depende 
del tipo de solventes con diferentes polaridades, tiempo de extracción, 
temperatura, proporción de muestra a solvente, así como de la composición 
química y las características físicas de las muestras [53]. La solubilidad de los 
compuestos bioactivos se rige por la naturaleza química de la muestra de la 
planta, así como la polaridad de los solventes utilizados. Tomando en cuenta todo 
lo anterior, no existe un procedimiento de extracción universal aplicable a todos los 
compuestos vegetales, por lo que se hace necesario realizar estudios para cada 
especie y variedad de planta. 
 
Los solventes, como metanol, etanol, acetona, acetato de etilo y sus 
combinaciones se han utilizado para la extracción de compuestos bioactivos a 
partir de materiales de plantas, a menudo con diferentes proporciones de agua; al 
igual que métodos de extracción como sonicación [54], microondas  [55] y fluidos 
supercríticos [56]. 
 
Existen varias formas de evaluar la operación de extracción, como la medición de 
la concentración total de fenoles, el rendimiento en masa del extracto y la 
capacidad antioxidante del mismo. Para medir la concentración total de fenoles se 
usa el método FOLIN CIOCALTEU [57]. Este, emplea el reactivo Folin-Ciocalteu, 
el cual, contiene una mezcla de ácido fosfo-túngstico (H3PW12O40) y el ácido 
fosfomolíbdico (H3PMo12O40),que se reduce por oxidación de los fenoles, 
originando óxidos de tungsteno (W8O23) y de molibdeno (Mo8O23), de color azul. 
La coloración azul producida es proporcional a la concentración de compuestos 
fenólicos presentes en el extracto, y posee una absorción máxima a 765 nm. El 
procedimiento emplea el ácido gálico como compuesto de referencia para elaborar 
la curva de calibración. 
 
Para evaluar la actividad antioxidante de compuestos bioactivos existen varios 
métodos probados que dotan de información al respecto, entre ellos, se destaca el 
uso del método de capacidad antioxidante con DPPH. Éste, se evalúa en función 
del grado barrido de los radicales libre 1,1-difenil-2-picrihidrazill (DPPH) [58] en 
una solución de metanol. Cuando hay producción de DPPH., si existe actividad 
antioxidante, ocurre una disminución de su absorbancia a una longitud de onda 
característica durante la reacción. En su forma más radical, DPPH· absorbe a 515 
nm, pero con la reducción del antioxidante (AH), la adsorción desaparece. La 
reacción barrido de radicales libres que ocurre se muestra en la ecuación 3-1.  
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Ecuación 3-1. Reacción química en el método DPPH. 

La búsqueda de compuestos antioxidantes en especies vegetales ha cobrado gran 
importancia ya que existen moléculas llamadas radicales libres, las cuales son 
especies químicas con uno o más electrones no apareados, que se producen en el 
metabolismo celular normal o patológico en diferentes circunstancias y que son 
causantes del estrés oxidativo. Este estrés consiste en una falta de equilibrio entre 
las defensas antioxidantes endógenas de la célula y las moléculas oxidantes, 
conduciendo al envejecimiento y a otros trastornos humanos como la enfermedad 
de Parkinson (PD) [59]. Aunque los humanos y otros organismos tienen defensas 
antioxidantes (enzimas, como la superóxido dismutasa, catalasa, o glutatión 
peroxidasa) y los sistemas de reparación, que los protegen contra el daño 
oxidativo, estos sistemas son insuficientes para evitar totalmente los daños [60]. 
 
La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa progresiva de 
aparición tardía, que es caracterizada por la degeneración relativamente selectiva 
de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra del cuerpo estriado y el 
desarrollo de inclusiones citoplásmicas fibrilares que contienen α-sinucleína [61], 
llamadas cuerpos de Lewis. Como síntomas en la enfermedad de Parkinson se 
encuentran el temblor en reposo, la lentitud de movimientos voluntarios, la rigidez, 
la inestabilidad, además de trastornos del sueño, déficits olfativos, estreñimiento, 
disfunción eréctil masculina, entre otros.  
 
Muchos factores ambientales han sido implicados en PD [62], factores que pueden 
aumentar o decrecer la susceptibilidad a la enfermedad, tales como fumar [63], 
consumo de agua, ejercicio [64], agentes infecciosos, traumas cerebrales y 
exposición a metales como el manganeso [65]. Una de las principales clases de 
agentes ambientales asociados con PD son los pesticidas que incluyen 
fumigantes, fungicidas, herbicidas e insecticidas [66, 67]. Varios de estos 
pesticidas son conocidos por inhibir el complejo I de la cadena respiratoria de 
electrones en la mitocondria, lo cual tienen un importante rol en PD. 
 
El uso de animales o líneas celulares como la SH-SY5Y, a los cuales se les induce 
un daño con neurotoxinas ha generado una serie de modelos que han sido 
cruciales para la clarificación de la fisiopatología de la enfermedad de Parkinson 
(PD) y para el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a tratar los síntomas 
mencionados. Por otra parte, se están empleando estos modelos para conocer los 
mecanismos patogénicos implicados en la PD, con el objetivo de desarrollar 
neuroprotectores que detengan la progresión o eviten la enfermedad [68, 69].  
 
Una de las características de la PD que todos los modelos inducidos por toxinas 
imitan, es la degeneración de las neuronas dopaminérgicas. Cada modelo, sin 
embargo, tiene sus propias particularidades dependiendo de las especies 
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involucradas y la toxina utilizada. En otras palabras, la muerte de células 
dopaminérgicas es la piedra angular de estos modelos, pero el mecanismo de 
acción y las alteraciones del comportamiento inducidos difieren entre ellos. PD se 
puede modelar a niveles histológicos, moleculares y de comportamiento, y 
finalmente, la validación del modelo se basa en la posibilidad de traducir los 
resultados obtenidos en una aplicación clínica para el tratamiento de pacientes 
con PD [70]. 
 
La rotenona como modelo de PD fue desarrollado en un esfuerzo por encontrar un 
modelo in vivo de degeneración dopaminérgica en el sistema estriado, la 
formación de los cuerpos de Lewis, defectos sistémicos en el complejo I de la 
cadena respiratoria de electrones y para mostrar la relevancia de la exposición de 
pesticidas en PD [71]. La rotenona, es un pesticida, miembro de los rotenoides, 
derivado de algunas hojas y ramas de ciertas especies de plantas. Esta toxina 
muestra un modo de acción similar a la toxina MPTP, la cual es un inhibidor del 
complejo I de la cadena respiratoria de electrones [72]. Posee la ventaja de que es 
capaz de atravesar con facilidad las membranas biológicas, incluyendo la barrera 
hematoencefálica debido a su naturaleza hidrofóbica, teniendo gran acceso a 
todos los órganos rápidamente. A diferencia del MPTP, la rotenona no requiere de 
transportadores específicos para acceder en la célula.  
 
La rotenona fue inicialmente usado en modelos de PD por inyección en altas dosis 
directamente en el cerebro y demostrando una masiva muerte de neuronas 
dopaminérgicas [73]. En estudios posteriores, cuando se ha utilizado la rotenona 
en dosis específicas, se ha demostrado la muerte selectiva de neuronas 
dopaminérgicas del sistema negro estriado por la inhibición del complejo I 
mitocondrial, además de inclusiones de α-sinucleína similares a los cuerpos de 
Lewis y otras características anatómicas, neuroquímicas y neuropatológicas [74]. 
 
La rotenona al ser un inhibidor de la respiración mitocondrial, puede provocar un 
decrecimiento de la síntesis de ATP provocando una crisis bioenergética, aunque 
es claro que la principal vía de daño es el estrés oxidativo [75, 76]. La rotenona se 
une específicamente al complejo I con una afinidad de 10-20 nM, reduciendo 
entonces el flujo de electrones de la ubiquinona [77]. Posterior a la unión de la 
rotenona, queda un sitio disponible para un electrón en el complejo I, 
traduciéndose en más electrones libres para reaccionar con el oxígeno molecular y 
producir el anión radical superóxido [78]. La formación de estos radicales libres 
puede dañar en sí el complejo I u otros complejos de la cadena respiratoria de 
electrones, especialmente los que contienen grupos hierro-azufre. Las ROS 
también pueden dañar otras proteínas en la mitocondria, así como otras 
macromoléculas, por lo cual, el principal mecanismo de acción de la rotenona es la 
acumulación del daño oxidativo [71]. 
 
El daño oxidativo es generado porque los mecanismos de defensa enzimáticos 
que posee la célula no son capaces de controlar el poder oxidante de especies 
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reactivas y esto, tiene un efecto adverso en las macromoléculas celulares. En 
proteínas, se evidencia pérdida en la funcionalidad y en la eficiencia de la catálisis, 
en agregación de distintas cadenas peptídicas y en la inhibición del proteasoma. 
En la hélice del ADN, las especies reactivas interaccionan con las bases 
nitrogenadas, introduciendo grupos hidroxilo, generando mutaciones y malos 
apareamientos entre las bases. Y finalmente, en lípidos, se produce una reacción 
en cadena por radicales libres, donde el resultado es un peróxido lipídico que 
provoca alteraciones en las membranas celulares [25]. 
 
3.1. DAÑO OXIDATIVO EN PROTEÍNAS 
 
Modificaciones oxidativas a las proteínas puede dar lugar a alteración de sus 
funciones y estructura, además del aumento en su hidrofobicidad lo que aumenta 
su potencial de agregación. Curiosamente, esto conduce a que las proteínas se 
sometan a la proteólisis, basada principalmente en el proteasoma [79].  
 
El proteasoma 26S es un complejo compuesto por una unidad catalítica (20S) y 
una unidad reguladora (19S) [80]. El núcleo 20S del proteasoma, llamado así por 
su constante de sedimentación, es la partícula principal del sistema proteasomal, 
una estructura celular muy compleja implicada en la degradación proteolítica de 
proteínas oxidadas, regulación proteica, control de calidad de proteínas, 
regulación del ciclo celular, expresión génica, respuestas inmunitarias, 
carcinogénesis, reparación del ADN y, probablemente, muchas otras funciones 
celulares [81]. Si en las proteínas, los aminoácidos distintos de los que contienen 
azufre (cisteína o metionina) se oxidan, entonces, la reparación de la proteína no 
es posible, y la proteína dañada ha de ser degradado por este importante 
complejo [82].  
 
Dado que las proteínas proporcionan el mayor grupo de moléculas celulares, la 
probabilidad de la oxidación de proteínas está aumentada en las células 
sometidas a estrés oxidativo y por lo tanto la cantidad de proteínas disfuncionales 
en la célula se aumenta [83]. Cuando esto ocurre pueden distinguirse tres etapas 
diferentes que dependen de la cantidad de oxidación [84]. La primera etapa es 
cuando la proteína está sólo ligeramente modificada, pero la estructura principal 
sigue intacta, lo que resulta quizás en una moderada reducción de la actividad. En 
la siguiente etapa la cantidad de daño infligido es suficiente para causar una 
desnaturalización parcial de la proteína, mientras que las secuencias hidrófobas 
que generalmente están cubiertos dentro de proteínas solubles globulares están 
expuestas en la superficie. Y la tercera etapa ocurre si la proteína dañada no es 
reconocida y degradada por el proteasoma, así, se forma un agregado de 
proteínas altamente oxidadas que contiene uniones covalentes de residuos de 
otras proteínas (30-70%), lípidos (20-50%) y azúcares llamados lipofuscina [85-
87]. En esta etapa, las proteínas no son lo suficientemente largas como para 
entrar en el proteasoma, o el proteasoma se encuentra bloqueado. Debido a que 
es una etapa final de oxidación, la lipofuscina no es el resultado inmediato del 
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estrés oxidativo, sino más bien un efecto a largo plazo de dosis bajas de estrés 
crónico (no letal). 
 
El principal efecto que tiene lipofuscina es la inhibición del proteasoma [82]. 
Aunque los mecanismos no están del todo dilucidados, el hecho de que el 
proteasoma reconozca estructuras hidrofóbicas como sustrato sugieren que la 
superficie glicolipídica de la lipofuscina es reconocida también como sustrato. Así, 
la actividad proteasomal cae en intentos inútiles de degradación de la lipofuscina, 
resultando en un aumento en la cantidad de proteínas oxidadas en el citosol que 
no se degradan.  
 
Existen muchos marcadores para determinar daño oxidativo en proteínas, entre 
los que se destaca el daño dirigido a las cadenas laterales particulares, como la 
lisina, tirosina, histidina. También existen marcadores mucho más generales del 
daño oxidativo, como son la cantidad de carbonilos presentes en las proteínas, los 
cuales se generan por varios radicales, incluyendo el anión radical superóxido. Los 
carbonilos se pueden formar en la mayoría de los aminoácidos, aunque algunos 
son más propensos a la formación de carbonilos que otros; por ejemplo, los 
residuos de Arg, Pro y Lys [88]. Esto es, sin embargo, un fenómeno universal, por 
lo cual la identificación de estos productos puede correlacionarse con el nivel de 
oxidación en proteínas [89].  
 
La concentración de grupos carbonilos en las proteínas se puede evaluar a través 
de su reacción con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para dar la hidrazona 
correspondiente (figura 3-2). Este producto (amarillo) se puede cuantificar 
espectrofotométricamente a 370 nm [90]. 
 

Figura 3-2. Reacción del ensayo de carbonilación de proteínas. 

 
Tomada de [89] 

 
3.2. DAÑO EN ADN 
 
Como ya se ha descrito con anterioridad, toxinas como la rotenona producen 
especies reactivas de oxígeno, las cuales pueden interactuar con el ADN, dando 
lugar a modificaciones y consecuencias potencialmente graves para la célula [91]. 
 
De las especies reactivas de oxígeno, el radical hidroxilo (-OH) reacciona con el 
ADN, adicionándose en los átomos de carbono que están formando dobles 
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enlaces en las bases nitrogenadas y disociando un hidrógeno del grupo metilo de 
la timina así como de cada uno de los enlaces carbono hidrógeno del azúcar (2'-
deoxirribosa) [92].  Una de las bases más propensas al daño oxidativo es la 
guanina. Más de 20 productos de oxidación de la base guanina han sido 
identificados y entre ellos el más abundante y bien estudiado es 8-oxo-guanina (8-
oxoG) [83], la cual, cuando no se repara es mutagénico, ya que se aparea con la 
adenina (A) en lugar de citosina (C), lo que da lugar a transversiones [80] en el 
material genético. 
 
Para protegerse contra este daño todas las células tienen diferentes vías de 
reparación del ADN [93]. Las tres vías principales para la reparación de daños en 
bases son la reparación por escisión de nucleótidos (NER) [94], la reparación por 
escisión de base (BER) [95] y reparación de malos apareamientos (MMR) [96]. 
NER elimina las lesiones que distorsionan la hélice del ADN, BER realiza 
reparaciones a una base específica y MMR corrige los desajustes en el 
apareamiento normal de las bases. Las deficiencias en las vías de reparación del 
ADN pueden resultar en una reducción de la estabilidad de los cromosomas 
celulares que a su vez pueden conducir a mutagénesis y disfunción celular [97]. 
 
Las rupturas de cadena simple y la formación de sitios lábiles en el ADN han sido 
parámetros ampliamente utilizados para la detección de genotoxicidad y han sido 
demostradas sus implicaciones en enfermedades degenerativas [98] como el 
Parkinson. En 1988, Singh desarrolló la variante alcalina de la electroforesis de 
células individuales, el ensayo Cometa, proporcionando por primera vez datos a 
nivel de célula individual [99]. Este ensayo consiste en embeber las células en 
agarosa de bajo punto de fusión para formar un microgel, luego, someter las 
células a lisis para eliminar todas las proteínas celulares y permitir el posterior 
desenrollamiento por la interrupción de los enlaces por puentes de hidrógeno entre 
las dobles cadenas del ADN bajo condiciones alcalinas [100]. Al someter al ADN 
desenrollado a una electroforesis, los fragmentos de ADN cargados 
negativamente o cromatina relajada migran fuera del núcleo en dirección al ánodo 
para formar una especie de cometa. Las células con un aumento de su ADN 
dañado muestran un incremento de la migración microsomal del ADN siendo las 
rupturas de doble cadena las causantes de mayor frecuencia de migración del 
material genético. Para detectar y cuantificar el daño al ADN, este puede ser 
teñido con diferentes agentes como DAPI [99] o Vista Green DNA Dye [101] y 
deben ser leídas las muestras en microscopios de fluorescencia con las longitudes 
de onda de emisión y excitación adecuadas para cada colorante fluorescente. Una 
variante de este método consiste en utilizar luego de la etapa de lisis, a la enzima 
Fpg (ADN-formamidopirimidina glicosilasa) derivada de E. coli, la cual es una 
DNA-glicosilasa que solo reconoce el aducto 8-oxoG con lo cual se puede 
identificar un daño específico, y no solo las rupturas, que están asociadas además 
de una oxidación fuerte, a los mecanismos de reparación en el ADN mencionados 
con antelación [102-104].  
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3.3. DAÑO EN LÍPIDOS 
 
Las membranas celulares que proporcionan la integridad estructural de las células 
están compuestas de una variedad de fosfolípidos, ésteres de colesterol, 
colesterol, ácidos grasos y una variedad de proteínas que tienen funciones clave 
en la célula [105]. Además, los fosfolípidos que contienen ácidos grasos como el 
ácido araquidónico (AraC) y ácido docosahexaenoico (DHA) pueden servir como 
una molécula señal en la activación celular [106].  
 
Radicales como el hidroxilo y el peroxilo que se forman a partir del anión radical 
superóxido, pueden abstraer un átomo de hidrógeno del grupo metileno de ácidos 
grasos poliinsaturados, generando radicales libres de carbono. Así, la reacción 
inicial de radical hidroxilo con ácidos grasos produce un radical lipídico que, 
cuando reacciona con el oxígeno, produce el radical lípido peroxilo, que aún puede 
reaccionar con los ácidos grasos para producir hidroperóxido de lípido [107]. Esta 
reacción en cadena llamada peroxidación lipídica, altera significativamente la 
estructura de las membranas y otros lípidos, lo que resulta en los procesos de 
alteración de la fluidez, permeabilidad, transporte y viabilidad celular [108]. 
 
Debido a que el cerebro es el órgano que tiene la mayor concentración de lípidos, 
a excepción del tejido adiposo en cuerpos de los mamíferos [109], eventos que 
afecta este tipo de moléculas, ejemplo el estrés oxidativo, desencadenan serías 
consecuencias como los trastornos neurodegenerativos [110].   
 
Moléculas como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidrononenal (4-HNE) son 
productos que se forman en la peroxidación lipídica. Por tanto, los métodos para 
verificar daño en este tipo de biocompuestos se basan en reacción entre los 
aldehídos con otras sustancias. Este es el caso del método llamado TBARS 
(método del reactivo de ácido tiobarbitúrico), el cual, consisten en la detección del 
producto estable formado entre malondialdehido y el ácido tiobarbitúrico (TBA) en 
fase acuosa, llamado aducto MDA-TBA (figura 3-3). El ensayo es leído 
colorimétricamente a 530-540 nm o fluorescentemente en una longitud de onda de 
excitación de 530 nm y una longitud de onda de emisión de 550 nm; todo esto 
después de un periodo de inoculación de 1 hora a 100°C [111]. Dado que los 
resultados del ensayo son expresados en concentración de MDA, se debe 
construir una curva de calibración, por medio de un estándar. 
 
Figura 3-3. Reacción del ensayo TBARS 
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4. METODOLOGÍA 
 
4.1. TOMA DE MUESTRAS 
 
Se tomaron las hojas de 15 variedades de morera disponibles en el Centro de 
Biología Molecular y Biotecnología (CENBIOTEP) de la Universidad Tecnológica 
de Pereira provenientes del banco de germoplasma de la granja experimental “El 
Pílamo”. Las variedades evaluadas fueron: AA-2, Calabresa, Cristiana, Ichinose, 
Italiana, IS-26, Kaeriang Pong, Luiz Paulery, Nacional, S-3, S-9, S-13, S-18, 
Subong Pong, Taisong. Las muestras vegetales se secaron en un ambiente 
exento de humedad a una temperatura de 20°C, durante dos meses. 
Posteriormente, las hojas se maceraron hasta obtener un polvo fino y se 
almacenaron en frascos estériles a 4°C [112].  
 
4.2. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS 
 
La obtención de los extractos se llevó a cabo mediante dos técnicas: microondas y 
ultrasonido. Estos fueron escogidos por su eficiencia en la extracción de 
compuestos bioactivos y por el menor tiempo requerido para ello [113]. Además, 
se emplearon dos sistemas de solventes, metanol-agua (70%-30%) y acetona-
agua (70%-30%), seleccionados por su polaridad, sus características extractoras, 
y por su afinidad por los compuestos antioxidantes [45, 114]. 
 
Para la extracción tanto por microondas como por sonicación se utilizaron 0,5 g 
del material vegetal y 25 mL de cada uno de los sistemas de solventes 
seleccionados. La radiación del microondas se aplicó por 20 s con una frecuencia 
de 125 MHz hasta completar 5 min, controlando la temperatura de forma que no 
excediera los 50°C en la muestra, ya que existen compuestos termosensibles. 
Para la extracción por sonicación se aplicaron 7 pulsos de ultrasonido a la 
potencia estándar del equipo, durante 1 minuto cada uno. Todas las fracciones 
obtenidas se concentraron en un rotaevaporador a 50°C, después de lo cual, se 
pesaron y almacenaron a 4°C en frascos ámbar hasta su evaluación. 
 
4.3. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL 

MÉTODO DPPH 
 
Se preparó la solución del radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH•) a una 
concentración de 20 mg/L en metanol grado analítico. La determinación de la 
actividad antioxidante de los diferentes extractos vegetales se llevó a cabo de 
acuerdo con el método de Brand–Williams [115] con algunas modificaciones, 
como se describe en la figura 4 [112]. Como controles negativos (AControl (-)) se 
utilizaron los solventes correspondientes a cada caso. El blanco de los extractos 
se preparó con 0,25 mL del extracto en análisis y 1 mL de metanol. Cada ensayo 
se realizó por triplicado. 
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Figura 4-1. Método para la evaluación de la actividad antioxidante por el método de DPPH●. 

 
A partir de las absorbancias obtenidas a una longitud de onda de 517 nm, se 
determinó el porcentaje de actividad antioxidante utilizando la ecuación 4-1 [112]. 
 

 
Ecuación 4-1. Determinación de actividad antioxidante de los extractos. 

Donde: 
 
AExtracto: Absorbancia de los extractos. 
ABlanco extracto: Absorbancia del blanco de los extractos. 
AControl (-): Absorbancia del control negativo. 
 
4.4. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE FENOLES TOTALES 
 
Los fenoles totales fueron expresados como equivalentes de ácido gálico (GAE). 
De acuerdo con protocolos reportados [29, 116-118], se mezclaron 2 mL del 
extracto con 3 mL de HCl al 0,3%. Se tomó una alícuota de 100 μl de la solución 
anterior y se le adicionaron 2 mL de Na2CO3 al 2%, se agitó y se mezcló con un 
volumen igual de del reactivo de Folin-Ciocalteu diluido en agua en una proporción 
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1:1. Después de 30 minutos de incubación a 25º C, se midió la absorbancia a 750 
nm y se comparó con una curva de calibración de ácido gálico construida 
previamente.  
 
A partir de los datos de capacidad antioxidante y concentración de fenoles de 
todas las variedades sometidas a los diferentes sistemas de extracción, se 
realizaron análisis estadísticos con el fin de definir los extractos más adecuados 
para su evaluación en los cultivos celulares. 
 
4.5. MARCHA FITOQUÍMICA 
 
Los extractos seleccionados fueron caracterizados a través de una marcha 
fitoquímica mediante cromatografía de capa delgada (CCD) de acuerdo a la 
metodología descrita por Wagner y colaboradores [119]. Los patrones y 
reveladores utilizados se presentan en la tabla  
 
Tabla 4-1. Patrones y reveladores empleados en la marcha fitoquímica. 

Núcleo Fitoquímico Revelador Patrón 

Alcaloides Dragendorff  Quinina  

Quinonas Bortrager 1,2 Benzoquinona 

Cumarinas  KOH al 10% en MeOH Cumarina  

 Saponinas  H2SO4 al 10% en EtOH  Diosgenina  

Flavonoides  AlCl3 al 1% en EtOH  Kaempferol  

Fenoles  FeCl3 al 5% en HCL 0,5 N  Catecol  

Amidas  Cloruro de hidroxilamina  Formamida 

 

 
4.6. DESCONGELACIÓN Y CULTIVO DE LA LINEA CELULAR SH-SY5Y 

(ATCC® CRL-2266™) 
 
Se empleó la línea celular SH-SY5Y debido a que presenta actividad de la 
dopamina-β-hidroxilasa y puede convertir el glutamato en el neurotransmisor 
GABA. Esta es una sublínea de una biopsia de médula ósea derivada de la línea 
SK-N-SH y ha sido ampliamente empleada en estudios in vitro de la enfermedad 
de Parkinson. Para su cultivo se requiere una temperatura de 37°C y una 
atmósfera húmeda con un 5 % de CO2. 
 
El procedimiento de descongelación se realizó de acuerdo a las recomendaciones 
de la ATCC [120]. Se tomó el vial de células almacenadas en la fase vapor del 
tanque de nitrógeno líquido y se descongeló mediante agitación suave en un baño 
de agua a 37°C. Para reducir la posibilidad de contaminación, se mantuvo la tapa 
fuera del agua. Se retiró el vial del baño inmediatamente después de observar que 
el contenido se encontraba en fase liquida (aproximadamente 2 minutos) y se 
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desinfectó por aspersión con etanol al 70%. Todas las operaciones de este punto 
se ejecutaron bajo estrictas condiciones de asepsia. La suspensión celular fue 
transferida a un tubo de centrífuga que contenía 9 mL de medio de cultivo 
completo y se centrifugó a 1700 rpm durante 7 minutos. El sedimento celular 
obtenido se re-suspendió en el medio completo. Este medio consistió en DMEM 
como medio base, suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2.5mM de L-
glutamina, 1% de antibiótico (penicilina-estreptomicina) y  0,1% de antimicótico 
(anfotericina B) [22] 
 
Las células fueron cultivadas como una mezcla de células adherentes y flotantes a 
37°C en una incubadora con una atmosfera húmeda y 5% de CO2. Los recambios 
del medio se realizaron cada 4 días hasta obtener un máximo de confluencia 
celular del 90%. En el cultivo, se observó la formación de racimos cortos y finos de 
células neuroblásticas (neuritas).  
 
Para la preparación de los ensayos, los cultivos que presentaron un 90% de 
confluencia se desprendieron mediante la adición de 1 mL (para frasco T-25) o 2 
mL (para frasco T-75) de solución de tripsina al 0,25% e incubación durante 
máximo 2 minutos. Como solución neutralizante de la tripsina se utilizó el doble de 
volumen de medio DMEM. 
 
4.7. DETERMINACIÓN DE LA DOSIS LETAL MEDIA LD50 DE ROTENONA 
 
Se evaluó la viabilidad de las células SH-SY5Y luego de 4, 6, 12, 18 y 24 horas de 
ser expuestas a diferentes concentraciones de rotenona [121] (0 µM, 1 µM, 5 µM, 
20 µM, 50 µM, 100 µM y 200 µM). Antes del tratamiento, las células se cultivaron a 
una densidad apropiada (5x104 células) en una placa de 24 pozos y se incubaron 
durante 24 horas bajo las condiciones definidas en la sección anterior. Todos los 
ensayos fueron realizados por triplicado. 
 
Se realizó el recuento en cámara de Neubauer y mediante la ecuación 4-2 se 
calculó el número de células a sembrar en cada pozo.  
 

  mero de células presentes    
  mero de células le das

  mero de cuadrantes le dos
*1     *Factor de Diluci n 

 
Ecuación 4-2. Estimación de células totales. 

El daño celular fue inducido aplicando las concentraciones de rotenona descritas. 
Transcurridos los tiempos estipulados para la medición, las células fueron 
desprendidas añadiendo 250 μl de tripsina al 0,025% en cada pozo, incubando por 
2 minutos y para detener la reacción, se adicionaron 600 μl de solución 
neutralizante (medio DMEM). La suspensión celular obtenida se transfirió a un 
tubo, se centrifugó a 1.500 rpm por 7 minutos, se descartó el sobrenadante y el 
botón de células se re-suspendió en 200 μl de PBS. Se realizó el recuento de 
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células vivas y muertas a través del ensayo con azul de tripano [122]. El azul de 
tripano es un colorante azoico que permiten diferenciar células vivas, pues estas al 
tener la membrana celular intacta no permiten la entrada del colorante. Por el 
contrario, las células muertas tienen la membrana celular alterada, y por ende el 
colorante si las permea, adoptando el mismo color.  
 
Para el ensayo de azul de tripano, se mezclaron 20 μl de la suspensión celular con 
20 μl del colorante azul de tripano al 0,4%. Esta suspensión se transfirió 
inmediatamente al hemocitómetro (cámara de Neubauer) para el conteo de células 
vivas y muertas mediante el uso de un microscopio óptico. El recuento se realizó 
en tres cuadrantes de la cámara y con los datos obtenidos se determinó el 
porcentaje de viabilidad relativo al control negativo (células sin tratamiento de 
rotenona). 
 
Se realizaron mediciones para cada concentración de rotenona a las 4, 6, 12, 18 y 
24 horas de haber aplicado la toxina a las células. Se construyó una gráfica y 
estadísticamente se determinó la LD50. Además este ensayo fue el punto de 
partida para definir el tiempo en el cual las células comenzaban a exhibir un daño, 
pues esta información fue necesaria para los ensayos posteriores. 
 
4.8. EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS 
 
Se utilizaron los extractos seleccionados a partir de los análisis estadísticos 
desarrollados en las secciones 4.3 y 4.4. El objetivo de este ensayo fue 
seleccionar los porcentajes de actividad antioxidante de los extractos que no 
generaran cambios significativos en la viabilidad celular respecto al control 
negativo (células con medio DMEM). Para esto, se evaluó la viabilidad de las 
células SH-SY5Y luego de ser expuestas durante 28 horas (tiempo máximo de 
exposición de las células a los tratamientos) a diferentes porcentajes de actividad 
antioxidante de los extractos (0%, 1%, 4%, 9%, 16%, 27% y 50%). Con el fin de 
que las células se adaptaran al nuevo entorno, antes del tratamiento se sembraron 
a una densidad apropiada (5x104 células) en una placa de 24 pozos y se 
incubaron durante 24 horas a las condiciones definidas en la sección 4.6. Todos 
los experimentos se realizaron por triplicado. Transcurrido el tiempo de ensayo, se 
determinó la viabilidad mediante el procedimiento antes descrito (sección 4.7) y se 
establecieron los porcentajes de actividad antioxidante a emplear en los ensayos 
posteriores.  
 
4.9. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LOS EXTRACTOS SOBRE LA LÍNEA 

CELULAR SH-SY5Y, AL SER APLICADOS ANTES, DURANTE Y 
DESPUÉS DE LA INDUCCIÓN DEL DAÑO POR ROTENONA. 

 
Se emplearon los porcentajes de actividad antioxidante determinados por el 
ensayo anterior. Para evaluar el efecto de los extractos sobre la viabilidad celular, 
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el ADN, las proteínas y los lípidos en la línea celular SH-SY5Y, se realizaron tres 
tipos de ensayo referidos como: 

 Extracto: Exposición de las células al extracto durante 4 horas (tiempo 
definido a partir de los resultados de la sección 5.6) - aplicación de la LD50 de 
rotenona – incubación durante 24 horas adicionales.  

 Al tiempo: Exposición de las células al extracto y LD50 de rotenona al mismo 
tiempo - incubación durante 24 horas. 

 Rotenona: Exposición de las células a la LD50 de rotenona durante 4 horas 
(tiempo definido a partir de los resultados de la sección 5.6) - aplicación de los 
extractos – incubación durante 20 horas adicionales. 

 
Lo anterior con el fin de identificar si los extractos poseen la capacidad para 
mitigar, combatir o contrarrestar los efectos tóxicos de la rotenona cuando las 
células se exponen a esta toxina durante un periodo de 24 horas. Todos los 
ensayos se realizaron por triplicado. Se tuvieron en cuenta los siguientes controles 
para cada experimento:  

 

 Control negativo: tratamiento sin adición de rotenona ni extracto. 

 Control sustrato: tratamiento con extracto al máximo % de actividad 
antioxidante permisible (definido según la sección 4.8). 

 Control positivo 1: tratamiento con LD50 de rotenona. 

 Control positivo 2: Tratamiento con sulfato ferroso 10 mM y H2O2 100 mM 
durante 45 minutos para provocar una reacción de Fenton similar a la 
empleada por el grupo del Dr. Guo [123]. 

 Control de referencia: tratamiento con Resveratrol 5 µM (reportada y 
evaluada por el grupo del Dr. Park [124]. 

 
4.9.1. Efecto sobre la viabilidad celular 
 
Con este ensayo se determinó si los extractos seleccionados tenían alguna 
inferencia sobre la viabilidad de las células expuestas a la LD50 de rotenona. Las 
células fueron sembradas a una densidad de 5x104 células/pozo en placas de 24 
pozos e incubadas durante 24 horas a las condiciones definidas en la sección 4.6. 
Posteriormente, fueron sometidas a los tratamientos planteados y transcurrido el 
tiempo de duración del ensayo, se lavaron y se desprendieron con tripsina (0,025 
%) de la forma descrita en la sección 4.7. Se determinó la viabilidad celular 
mediante la prueba de azul de tripano [122].  
 
Se realizaron análisis estadísticos para identificar el efecto de los extractos sobre 
la viabilidad de la línea celular SH-SY5Y y para seleccionar aquellos que 
mostraran un efecto protector sobre las células, con el fin de emplearlos en los 
ensayos posteriores de evaluación del daño en macromoléculas celulares. Se 
excluyeron aquellos extractos que no presentaran el efecto deseado. 
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4.9.2.  Carbonilación de proteínas  
 
El daño sobre las proteínas celulares se cuantificó mediante la evaluación de la 
carbonilación de las proteínas totales [89]. Para esto, las células se cultivaron 
durante 24 horas a una densidad de 10x104 células/pozo en una placa de 6 pozos 
a 37ºC y 5% de CO2. Posteriormente, se aplicaron los tres tratamientos (Extracto, 
Al tiempo y Rotenona) durante los tiempos estipulados. Las células fueron 
desprendidas con tripsina al 0,025%, centrifugadas a 1500 rpm por 7 minutos y los 
botones obtenidos fueron re-suspendidos en 525 μl de PBS 1X. Esta suspensión 
celular fue sometida a un proceso de lisado por sonicación para ser empleada en 
el protocolo dispuesto para la determinación de los grupos carbonilo en las 
proteínas [89, 125].  
 
Las soluciones stock que se utilizaron para el protocolo fueron: 
 

 HCl 2,5 M. Para 100 mL de solución se añadieron lentamente 24,5 mL de 
HCl fumante (37%) a aproximadamente 60 mL de agua en un matraz. Una 
vez que la solución se enfrió a temperatura ambiente, se completó hasta 
100 mL con agua y se almacenó a temperatura ambiente. 

 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM  en HCl 2,5M. Se disolvieron 0,2 g  
de DNPH en 100 mL de HCl 2,5 M. Esta solución se almacenó en la 
oscuridad durante máximo un mes. 

 Solución 50% (w/v) de ácido tricloroacético (TCA). Se preparó diluyendo 50 
g de TCA en 100 mL de agua. Se almacenó a temperatura ambiente. 

 Solución de etanol:acetato de etilo (1:1). Se mezcló etanol absoluto y 
acetato de etilo grado espectrofotométrico en una relación de 1:1. Esta 
solución se almacenó a 4°C, ya que se requiere a esta temperatura para el 
ensayo. 

 Guanidina-HCl 6 M. Se diluyeron 57,32 g de guanidina - HCl en 100 mL de 
agua y se almacenó a temperatura ambiente. 

 
Se transfirieron 25  μl de la suspensión celular lisada a dos tubos de centrífuga de 
1,5 mL. En el primer tubo (con la etiqueta "+DNPH"), se añadieron 25  μl de la 
solución DNPH-HCl. En el segundo tubo (con la etiqueta "-DNPH") se añadieron 
25  μl de HCl 2,5 M. Se agitaron mediante vórtex y se incubaron en la oscuridad a 
temperatura ambiente durante 15 min, agitando cada 5 minutos. Se añadieron 125 
μl de TCA al 50% (w/v) a cada tubo (concentración final = 10 % w/v), se agitaron y 
se incubaron a -20°C durante 15 minutos. Se centrifugaron a 12.000 rpm por 15 
minutos a 4°C. 
 
Se descartaron los sobrenadantes y los botones obtenidos fueron lavados tres 
veces con la mezcla etanol:acetato de etilo. Entre los lavados, los tubos fueron 
centrifugados a 12.000 rpm por 2 minutos, descartando cada vez los 
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sobrenadantes. Los botones de proteína fueron re-suspendidos en 150 μl de 
guanidina-HCl 6 M y se midió la absorbancia de estas suspensiones a una 
longitud de onda de 370 nm en el caso de las muestras “+D PH” (determinación 
de la concentración de grupos carbonilo) y a 280 nm para las muestras “-D PH” 
(determinación de la concentración de proteína). El blanco fotométrico fue 
guanidina-HCl 6 M. 
 
La concentración de grupos carbonilo en nmol/l fue calculada a partir de la 
ecuación 
 

         
 
Ecuación 4-3 Ley de Beer-Lambert. 

Donde: A es la absorbancia medida, ɛ coeficiente de extinci n molar y l es la 
longitud de la trayectoria. El coeficiente de extinción molar del DNPH a 370 nm es 
22.000 M-1cm-1, la longitud de la trayectoria 3 mm y las medidas de absorbancia a 
370 nm fueron tomadas en un lector de placas Multiskan™ FC Microplate 
Photometer de Thermo Scientific, perteneciente al grupo de investigación de 
Biotecnología-Productos Naturales de la Universidad Tecnológica de Pereira. 
 
Las concentraciones de proteína fueron obtenidas a partir de la lectura de 
absorbancias de las soluciones “-D PH” a 280 nm en el mismo lector. Estas 
fueron transformadas en mg/mL de proteína a partir de una curva patrón 
construida con estándares de BSA a las siguientes concentraciones: 0 mg/mL; 
0,21 mg/mL; 0,64 mg/mL; 1,00 mg/mL y 1,92 mg/mL. 
 
A partir de estos datos se calculó la concentración de grupos carbonilo expresada 
como nmol de grupos carbonilo por cada mg proteína. 
 
4.9.3. Peroxidación lipídica  
 
El daño sobre los lípidos celulares se midió mediante el ensayo TBARS de la casa 
comercial Cayman Chemical Company (TBARS assay Kit), el cual permite 
determinar peroxidación lipídica [126, 127] a través de la cuantificación del 
malondialdehido (producto final de la reacción de peroxidación de lípidos). Para 
ello, las células fueron cultivadas, tratadas y procesadas mediante el protocolo 
propuesto en el numeral anterior (4.9.2). Al culminar los tratamientos (Extracto, Al 
tiempo y Rotenona) las células fueron desprendidas con tripsina al 0,025%, 
centrifugadas a 1500 rpm por 7 minutos y los botones obtenidos fueron re-
suspendidos en 250 μl de PBS 1X. Se realizó un proceso de lisis por sonicación y 
las suspensiones obtenidas fueron empleadas para el ensayo TBARS y para la 
cuantificación de proteínas. 
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Los reactivos requeridos para llevar a cabo la prueba de peroxidación lipídica 
fueron:  

 Solución estándar de malondialdehido: solución de malondialdehido bis dietil 
acetal 500 µM utilizada para realiza la curva de calibración. 

 Solución de ácido acético: Se agregaron 40 mL de ácido acético glacial a 160 
mL de agua grado HPLC (“High Performance Liquid Chromatography” por sus 
siglas en inglés). 

 Solución de hidróxido de sodio: Se mezclaron 20 mL de hidróxido de sodio 10 
mM con 180 mL de agua grado HPLC. 

 Solución de dodecilsulfato sódico (SDS): suministrada en el kit, lista para su 
uso. 

 Agente de tinción: Se mezclaron 530 mg de TBA, 50 mL de la solución de 
ácido acético y 50 mL de la solución de hidróxido de sodio. Estas cantidades 
permitían evaluar 24 muestras. 
 

Se depositaron 100 μl de cada muestra (suspensiones celulares lisadas por 
sonicación) en tubos cónicos para centrífuga debidamente rotulados. Como control 
negativo se utilizó PBS 1X. Se adicionó a cada tubo un volumen de 100 μl de la 
solución SDS y se mezcló varias veces con vórtex, se añadieron 4 mL del agente 
de tinción, mezclando varias veces. Los tubos fueron sumergidos en un baño con 
agua en ebullición durante 1 hora, después de lo cual fueron trasladados a un 
baño con hielo durante 10 minutos para detener la reacción. Se centrifugaron a 
1.600 x g a 4°C y se transfirieron 150 μl del sobrenadante a cada pozo de una 
placa oscura de 96 pozos.  
 
Se utilizó el equipo JASCO FP-6500 perteneciente al Laboratorio de Fisiología 
Celular e Inmunología de la Universidad Tecnológica de Pereira para medir la 
fluorescencia de cada una de las muestras a una longitud de onda de excitación 
de 530 nm y de emisión de 550 nm. La medida de fluorescencia se expresó como 
unidades relativas respecto al control negativo. Para convertir la fluorescencia 
relativa a concentración de MDA (µM) se construyó una curva fluorométrica 
estándar. Para ello, se mezclaron 25 μl de la solución estándar de 
malondialdehido con 975 μl de agua obteniendo una solución stock 12,5 µM. A 
partir de esta, se realizaron diluciones (por triplicado) con el fin de obtener 
diferentes concentraciones de malondialdehido en cada tubo (Tabla 4-4). 
 
Tabla 4-2. Construcción de la curva de calibración del ensayo TBARS 

Tubo MDA (μl) Agua (μl) Concentración MDA (µM) 

A 0 1000 0 

B 5 995 0,0625 

C 10 990 0,1250 

D 20 980 0,2500 

E 40 960 0,5000 
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Las soluciones estándar obtenidas (A-H) fueron sometidas al mismo 
procedimiento realizado a las muestras (etapas del ensayo TBARS).  
 
Posteriormente se midió la concentración de proteína de la forma descrita en la 
sección anterior, adicionando 100 µl de PBS a la suspensión celular inicial. Esto 
con el fin de expresar los resultados del ensayo de peroxidación de lípidos en 
unidades de nmol de MDA/mg de proteína total.  
 
4.9.4. Daño en ADN  
 
Se utilizó el ensayo cometa (también llamado electroforesis en gel de célula única) 
para cuantificar el daño en el ADN de células individuales [102-104]. El ensayo 
permitió detectar rupturas de cadena sencilla o doble mediante la medición de la 
migración del ADN de los núcleos individuales tras someter las células a un 
tratamiento alcalino. La migración del ADN fuera del núcleo es directamente 
proporcional al número de rupturas presentes en el ADN. Para tener una mayor 
claridad sobre el tipo de daño generado en las células, se utilizó la enzima Fpg, 
una DNA-glicosilasa de E. coli que reconoce específicamente el aducto 8-
oxoGuanina, principal base mutagénica presente cuando existe daño oxidativo.  
 
Las células fueron cultivadas y tratadas bajo las condiciones descritas en la 
sección 4.9.1. Se utilizó la suspensión obtenida luego del proceso de lisis para 
determinar mediante el ensayo cometa, si los extractos de morera tienen un efecto 
protector sobre el ADN. Lo anterior empleando el OxiSelectTM Comet Assay Kit (3-
Well Slides, Cell Biolabs, Inc). 
 
Las soluciones requeridas para la ejecución del ensayo fueron: 
 

 Vista GreenTM DNA Dye 1X: Se preparó diluyendo la solución stock en una 
proporción 1:10.000 en buffer TE (10 mM Tris; pH 7,5; 1 Mm EDTA). Se 
almacenó a 4°C, en la oscuridad por un tiempo máximo de 3 semanas.  

 Buffer Lisis: Para preparar 100 mL del buffer lisis 1X se mezclaron 14,6 g 
NaCl, 20 mL de solución EDTA (suminstrada en el kit), 10 mL de la solución 
de lisis 10X (suministrada en el kit) y se ajustó a 90 mL con agua destilada. 
Posteriormente, se ajustó el pH a 10,0 con una solución de NaOH 10N, se 
completó hasta un volumen de 100 mL con agua destilada y se almacenó a 
4°C. 

F 80 920 1,0000 

G 200 800 2,5000 

H 400 600 5,0000 
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 Solución Alcalina: Para 100 mL se mezclaron 1,2 g NaOH, 0,2 mL del EDTA 
suministrado por el kit, se ajustó el volumen a 100 mL con agua destilada y se 
almacenó a 4°C.   

 Buffer TBE: para 1 litro se mezclaron 10,8 g de Tris Base, 5,5 g de ácido 
bórico, 0,93 g de EDTA, se ajustó el volumen a un litro con agua destilada y se 
almacenó a 4°C hasta su uso.  

 Buffer Enzima Fpg 1X: Para preparar 12,5 mL se mezcló 1,25 mL de Buffer 
NEBuffer 1, 125 μl de BSA (10 mg/mL) y 11,125 mL de agua destilada-
desionizada.   

 Solución de enzima Fpg: 4,95 mL de Buffer Enzima Fpg 1X y 10µl de Fpg. 

 Agarosa de bajo punto de fusión. Suministrada en el estuche comercial lista 
para su uso.  

 
A continuación se describen las etapas del protocolo realizado para el ensayo 
cometa: 
 
Preparación del portaobjetos: los portaobjetos se limpiaron con etanol al 70% y se 
secaron a temperatura ambiente, a pesar de estos ya venían pre-tratados para ser 
más adherentes a la agarosa.  
 
Preparación de las células: Las células SH-SY5Y se trataron con tripsina para 
desprenderlas de la placa que las contenía empleando el procedimiento definido 
en el numeral 4.9.1. Luego de la centrifugación se retiró el sobrenadante. 
 
Calentamiento de Agarosa de bajo punto de fusión: La agarosa fue sumergida en 
un baño de agua a 90°C durante 20 minutos. Cuando se encontraba 
completamente líquida fue transferida a 37°C durante el tiempo que se requería 
para el ensayo. 
 
Incorporación de las células SH-SY5Y en agarosa: el botón de células obtenido en 
el paso de preparación de las células fue re-suspendido en 300 μl de PBS. Se 
transfirieron 10 μl de la suspensión anterior a dos tubos y se les adicionó agarosa 
de bajo punto de fusión en una relación 1:10. Se homogenizaron y se sirvieron 70 
μl de cada una de las suspensiones en dos portaobjetos rotulados como “+Fpg” y 
“-Fpg”. Una vez solidificada la agarosa, se protegió cada muestra con un 
cubreobjetos y las láminas se enfriaron a 4°C durante 15 minutos. 
 
Lisis: Se retiraron los cubreobjetos de las muestras y se trasfirieron los 
portaobjetos a un recipiente que contenía el buffer lisis (aproximadamente 25 
mL/portaobjetos), asegurándose de sumergir completamente el portaobjetos en la 
solución. Este procedimiento se efectuó por 45 minutos a 4°C en la oscuridad.  
 
Tratamiento con la enzima Fpg: Para esta parte del ensayo solo se utilizaron los 
portaobjetos marcados como “+Fpg”. Las muestras depositadas sobre los 
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portaobjetos fueron lavadas 3 veces con 50 μl de buffer de la enzima Fpg 1X 
durante 5 minutos cada lavado.  
 
Posteriormente, se le adicionó a cada muestra (“+Fpg”) 50 μl de la solución de la 
enzima y se cubrieron con una lámina cubreobjetos de 22 x 22 mm Estos 
portaobjetos se introdujeron en una atmósfera húmeda y se incubaron a 37°C 
durante 30 minutos.  
 
Tratamiento alcalino: Se retiraron los cubreobjetos de todas la placas (“+Fpg” y “-
Fpg) y se colocaron en una cubeta adicionando 25 mL/portaobjeto de la solución 
alcalina e incubando durante 30 minutos a 4°C en la oscuridad. 
 
Pre-tratamiento para la electroforesis: Los portaobjetos se sumergieron durante 10 
minutos en el buffer TBE pre-enfriado a 4°C.  
 
Electroforesis: Los portaobjetos fueron transferidos a una cámara de electroforesis 
con buffer TBE y se aplicó un voltaje constante de 1 V/cm durante 15 minutos.  
 
Lavados: Se retiraron los portaobjetos de la cámara de electroforesis y se lavaron 
en un recipiente con 25 mL/portaobjeto de agua destilada 2 veces durante 5 
minutos cada lavado. Posteriormente, se rociaron todos los portaobjetos con 
etanol al 70% y se dejaron secar a temperatura ambiente. 
 
Tinción: Una vez secos, se realizó la tinción mediante la adición de 100 μl de la 
solución Vista Green DNA Dye 1X a cada muestra de la lámina. Luego se 
incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente por 15 minutos. 
 
Lectura de Cometas: Los resultados fueron visualizados en un microscopio de 
fluorescencia Nikon Eclipse 50i con filtro FITC. Se tomaron por ensayo, imágenes 
de 50 cometas distintos con el fin de evaluar los porcentajes en cola, mediante el 
software ImageJ (Image Processing and Analysis in Java) desarrollado por el NIH 
(Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos). 
 
4.10. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
 
El análisis de los datos se llevó a cabo en los paquetes estadísticos GraphPad 
Prism 5.0 e InfoStat estudiantil. Se realizaron ANOVA de una y dos vías seguidos 
por pruebas pos-hoc. Además, de pruebas como regresión lineal, análisis de 
conglomerados y de componentes principales; con niveles de significancia del 
95%.  
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.1. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS DE MORERA 
 
Los extractos de morera fueron obtenidos de acuerdo a la metodología planteada. 
Para evaluar la capacidad de extracción de los métodos solvente-sistema de 
extracción, se determinó la masa total de extracto obtenida para cada ensayo. Se 
procedió a realizar una prueba estadística entre los grupos de trabajo para todas 
las variedades agrupando los métodos de extracción (sonicación y microondas) 
con los solventes (acetona/agua y metanol/agua).   
 
Utilizando el software GraphPad Prism 5, se desarrollaron los test de D’Agostino 
para normalidad y Barttlet para verificar la homocedasticidad. Debido a que no se 
cumplen los parámetros necesarios para realizar un ANOVA, se procedió a 
realizar el test Kruskal-Wallis seguido por la prueba post-hoc Dunns, 
encontrándose que la mejor metodología para extraer compuestos de las 
variedades de morera fue acetona-agua/sonicación. En la figura 5-1 se evidencia 
que los resultados alcanzados con este método presentaron una diferencia 
significativa respecto a los conseguidos con el método metanol-agua/ microondas 
(*, P<0,05) y muy significativa con relación a la masa de extractos obtenida con el 
procedimiento acetona-agua/microondas (**, P<0,01). 
 
Figura 5-1. Masa total de extracto según el método de extracción  

 
 
Donde: la abscisa corresponde a los métodos de extracción: Acetona-agua/Sonicación, Metanol-
agua/Sonicación, Metanol-agua/Microonda y Acetona-agua/Microondas. Y la ordenada son los 
valores promedio del peso seco obtenido a partir de las 15 variedades en cada uno de los 
protocolos de extracción. 
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De la anterior gráfica, podemos también inferir que el método microondas, 
presentó un bajo rendimiento de extracción y esto pudo deberse a la alta 
temperatura que podría alcanzarse mediante esta técnica, lo cual podría generar 
un sobrecalentamiento y consecuente degradación de los componentes de la 
muestra, como ya ha sido reportado por otros investigadores [128].  
 
5.2. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL 

MÉTODO DPPH. 
 
Se cuantificó mediante la metodología propuesta en la sección 4.3, la actividad 
antioxidante de cada uno de los extractos obtenidos con los 4 métodos 
propuestos, a partir de las 15 variedades de morera. 
 
Se realizó el mismo tipo de análisis empleado en el numeral anterior para 
identificar la metodología que permite obtener el mayor % de actividad 
antioxidante. En la figura 5-2 se muestra que el método de sonicación junto a la 
mezcla de solvente acetona-agua, exhibió la mayor capacidad antioxidante entre 
los grupos evaluados. Sin embargo, no presentó diferencias significativas respecto 
al sistema microondas/acetona-agua, lo que permitió inferir que el solvente jugó un 
papel preponderante sobre la extracción de compuestos con capacidad 
antioxidante y que, estos conservaron su actividad a pesar de aplicar el 
tratamiento con microondas. Lo anterior pudo deberse a que estos compuestos no 
eran tan lábiles o que al ser un procedimiento más invasivo, el microondas 
permitió alterar las membranas en las cuales se encontraban encapsuladas estas 
moléculas, compensando de esta manera las concentraciones. 
 
Figura 5-2. Actividad antioxidante según el método de extracción  

 
 
En el eje de las abscisas se representan los 4 métodos de extracción empleados para las 15 
variedades de morera: Acetona-agua/Sonicación, Metanol-agua/Sonicación, Metanol-
agua/Microondas, Acetona-agua/Microondas. Y el eje de la ordenada corresponde  al promedio de 
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los valores de actividad antioxidante en todas las variedades manteniendo el mismo tipo de 
solvente. 
 

 
Debido a que todas las variedades se comportaron de manera muy distinta, para 
cada uno de los métodos fue necesario efectuar un análisis que permitiera 
identificar los extractos que mostraran mejores resultados de actividad 
antioxidante, esto con el fin de emplear sólo los más promisorios en los ensayos 
con la línea celular SH-SY5Y. 
 
Para ello se realizó un ANOVA de dos vías, tomando como variable dependiente 
la actividad antioxidante y como variables independientes la variedad de morera 
(15 variedades) y el método de extracción utilizado (4 métodos; Acetona-
agua/Sonicación; Metanol-agua/Sonicación; Metanol-agua/Microondas; Acetona-
agua/Microondas). Se realizó la prueba pos-hoc de Bonferroni para comparar las 
actividades antioxidantes de cada uno de los extractos con respecto a la media de 
todas las medidas de actividad antioxidante obtenidas. Finalmente, se 
seleccionaron los extractos que de acuerdo al método presentaron valores de 
actividad significativamente superiores respecto a la media mencionada. 
 
Para favorecer la visualización de los resultados, debido al gran número de 
información (variables), se muestran los datos en las figuras 5-3 y 5-4. Sin 
embargo cabe aclarar que el análisis estadístico fue realizado con todos los datos 
obtenidos. 
 
Figura 5-3. Actividad antioxidante para los extractos de las 15 variedades de morera 
obtenidos por los métodos Acetona-Agua/Sonicación y Acetona-Agua/Microondas 
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Donde: Kaeriang Pong, AA-2, S-13, S-18, S-9, S-3 Cristiana, Ichinose, Subong Pong, IS-26, 
Taisong, Nacional, italiana, Calabrisa, Luiz Paulery corresponden a las variedades a partir de las 
cuales fueron obtenidos los extractos con los métodos Acetona-Agua/Sonicación y Acetona-Agua/ 
Microondas. 

 
 
 
Figura 5-4. Actividad antioxidante para los extractos de las 15 variedades de morera 
obtenidos por los métodos Metanol-Agua/Sonicación y Metanol-Agua/Microondas 

 
 
Donde: Kaeriang Pong, AA-2, S-13, S-18, S-9, S-3 Cristiana, Ichinose, Subong Pong, IS-26, 
Taisong, Nacional, italiana, Calabrisa, Luiz Paulery corresponden a las variedades a partir de las 
cuales fueron obtenidos los extractos con los métodos Metanol-Agua/ Sonicación y Metanol-Agua/ 
Microondas. 

 
Los análisis realizados permitieron establecer que los extractos con mayor 
capacidad antioxidante respecto a la media fueron: 
 

 Los extractos de AA-2 (P<0,001), Cristiana (P<0,001), Ichinose (P<0,001), 
Subong Pong (P<0,001) y Nacional (P<0,001) para el método Acetona-
Agua/Sonicación. 

 Los extractos de S-13 (P<0,01), S-3 (P<0,001), Subong Pong (P<0,01) y 
Nacional (P<0,001) para el método Acetona-Agua/Microondas. 

 Los extractos de Subong Pong (P<0,001) y IS-26 (P<0,05) para el método 
Metanol-Agua/Sonicación: 

 
Estos resultados demuestran que no fue posible identificar un método universal 
para la extracción de compuestos antioxidantes a partir de las 15 variedades de 
morera, pues como ya se ha reportado, las plantas poseen diferencias en cuanto a 



 

51 
 

la estructura y composición de sus membranas, concentración y características 
fisicoquímicas de los metabolitos presentes en ellas [129]. 
 
5.3. DETERMINACIÓN DE FENOLES TOTALES 
 
Se determinó la concentración de fenoles totales en términos de la concentración 
de ácido gálico para cada uno de los extractos obtenidos a partir de las 15 
variedades empleando los 4 métodos de extracción propuestos. Lo anterior con 
base en una curva de calibración (Anexo A), tal como se ha reportado en estudios 
anteriores [130]. Este ensayo permitió conocer uno de los tipos de metabolitos 
presentes en las variedades, evaluar los métodos de extracción y fortalecer el 
tamizaje de las variedades a emplear en los ensayos con la línea celular SH-
SY5Y. Para desarrollar los análisis estadísticos posteriores, a todos los datos se 
les realizaron pruebas de normalidad (D’Agostino) y de homocedasticidad 
(Barttlet).  
 
Al realizar un ANOVA de una vía seguido por la prueba de Newman-Keuls para 
comparar la concentración de fenoles totales conseguida mediante los 4 métodos 
de extracción, se pudo determinar que la técnica de sonicación, con diferencias 
muy significativas respecto a microondas (P<0,001,***), permitió obtener los 
extractos con mayor concentración de este metabolito (figura 5-5). Además se 
observó que entre los resultados obtenidos para la extracción de fenoles con los 
sistemas de solvente acetona-agua y metanol-agua, no hubo diferencias 
significativas. Esto tal vez debido a que la polaridad de ambos sistemas (momento 
dipolar 1,69 D para el metanol y 2.91 D para la acetona) [131] hace que tengan 
una afinidad similar por los compuestos fenólicos, generando diferencias solo por 
la técnica de extracción y no por el solvente empleado. 
 
Figura 5-5. Concentración de fenoles totales según el método de extracción 
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Donde: CF corresponde a concentración de fenoles totales expresada como µg de ácido gálico/mg 
de extracto. Acetona-agua/Sonicación, Metanol-agua/Sonicación, Metanol-agua/Microondas y 
Acetona-agua/Microondas corresponden a los métodos empleados para obtener los extractos a 
partir de las 15 variedades de morera. 

 
 
 
Figura 5-6. Concentración de fenoles para los extractos de las 15 variedades de morera 
obtenidos por los métodos Acetona-Agua/Sonicación y Acetona-Agua/Microondas 

 
Donde: CF corresponde a concentración de fenoles totales expresada como µg de ácido gálico/mg 
de extracto. Kaeriang Pong, AA-2, S-13, S-18, S-9, S-3 Cristiana, Ichinose, Subong Pong, IS-26, 
Taisong, Nacional, italiana, Calabrisa, Luiz Paulery corresponden a las variedades a partir de las 
cuales fueron obtenidos los extractos con los métodos Acetona-Agua/Sonicación y Acetona-Agua/ 
Microondas. 

 
Figura 5-7. Concentración de fenoles para los extractos de las 15 variedades de morera 
obtenidos por los métodos Metanol-Agua/Sonicación y Metanol-Agua/Microondas 
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Donde: CF corresponde a concentración de fenoles totales expresada como µg de ácido gálico/mg 
de extracto. Kaeriang Pong, AA-2, S-13, S-18, S-9, S-3 Cristiana, Ichinose, Subong Pong, IS-26, 
Taisong, Nacional, italiana, Calabrisa, Luiz Paulery corresponden a las variedades a partir de las 
cuales fueron obtenidos los extractos con los métodos Metanol-Agua/ Sonicación y Metanol-Agua/ 
Microondas. 

Al igual que para el ensayo de capacidad antioxidante (numeral 5.2), se realizó un 
ANOVA de dos vías, tomando como variables independientes los extractos de las 
15 variedades y los 4 métodos de extracción, con el fin de conocer de qué manera 
estas influyen sobre la concentración de fenoles obtenida. Se realizó la prueba 
pos-hoc de Bonferroni para comparar la concentración de fenoles de cada uno de 
los extractos con la media de los datos de concentración de fenoles totales (µg 
ácido gálico/mg de extracto).  
 
Los datos fueron representados en dos figuras (5-6 y 5-7), aunque el análisis se 
hizo tomando la matriz completa. En estas se distinguen los extractos para los 
cuales se observaron diferencias significativas en la concentración de fenoles 
respecto a la media. Los mejores resultados se observaron para los extractos 
provenientes de las variedades: AA-2 (P<0,001,***); Cristiana (P<0,01,**); Ichinose 
(P<0,01,**); Subong Pong (P<0,01,**); Nacional (P<0,05,*), utilizando el método 
Acetona-Agua/Sonicación. 
 
A partir de los resultados de capacidad antioxidante por DPPH y fenoles totales, 
se pudo determinar que hubo una relación entre estos dos parámetros, ya que los 
extractos que presentaron mayor concentración de fenoles también se 
encontraron en el grupo de los que mostraron mayor capacidad antioxidante. Los 
extractos que cumplieron con estas dos características fueron señalados como 
promisorios y se seleccionaron para ser evaluados en los ensayos con la línea 
celular SH-SY5Y. Por lo tanto, los extractos tenidos en cuenta para los ensayos 
posteriores fueron los obtenidos a partir de las variedades AA-2, Cristiana, 
Ichinose, Subong Pong y Nacional, por el método Acetona-Agua/Sonicación. 
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Figura 5-8. Relación entre la capacidad antioxidante y la concentración de fenoles totales 
para las variedades promisorias. 

 
Donde: CF se refiere a la concentración de fenoles expresados como en unidades de µg de ácido 
gálico/mg de extracto. 

 
Al realizar un análisis de regresión lineal entre estos dos parámetros 
(concentración de fenoles totales y porcentajes de capacidad antioxidante), solo 
para los extractos marcados como promisorios, se encontró una relación bastante 
débil entre las variables en términos de linealidad (figura 5-8), pues el coeficiente 
de Pearson fue de 0,08. Lo anterior, pudo deberse a que la capacidad antioxidante 
es un parámetro mucho más amplio que puede abarcar otra serie de metabolitos 
secundarios [132], tales como aminas [133], tioles [134], compuestos con selenio 
[135], carotenoides [136], etc.  
 
5.4. MARCHA FITOQUÍMICA 
 
Los extractos evaluados en la marcha fitoquímica fueron los señalados como 
promisorios en la sección anterior. La matriz resultante de este procedimiento 
(Anexo B) demostró la presencia de una gran cantidad de núcleos fitoquímicos 
importantes, evidenciando la diversidad de metabolitos presentes en las distintas 
variedades de morera. Para evaluar esta matriz, se realizó un análisis de 
encadenamiento promedio (UPGMA, Unweighted Pair Group Method using 
arithmetic Averages) [137], con el fin de determinar las relaciones existentes entre 
los cinco extractos seleccionados, en términos del tipo de núcleos fitoquímicos 
encontrados.  
 
Los resultados de los agrupamientos jerárquicos se muestran en la figura 5-9. En 
este dendrograma se pudieron observar las uniones y divisiones alcanzadas en 
cada nivel del proceso de construcción de los conglomerados. A partir de este 
análisis se determinó que los extractos no son idénticos y se distribuyen en dos 
grupos: (I) Nacional, Subong Pong y Cristiana. (II) Ichinose y AA-2. Lo anterior 
soportado en la correlación cofenética de 0,985. 
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Figura 5-9. Dendrogramas de los extractos promisorios 

 
 
Donde: Nacional, Subong Pong, Cristiana, Ichinose, AA-2 corresponden a los extractos de estas 
variedades obtenidos por el método sonicación/acetona-agua. 
 

5.5. DETERMINACIÓN DE LA DOSIS LETAL MEDIA 
 
Se realizó de acuerdo a la metodología propuesta en la sección 4.7 de este 
documento. Se calculó la viabilidad en la línea celular SH-SY5Y luego de ser 
sometida a distintas dosis de rotenona por diferentes periodos de tiempo, como lo 
proponen otros autores [138, 139]. Es importante mencionar que los resultados de 
este análisis fueron muy importantes para la realización de los ensayos 
posteriores, ya que la concentración definida como LD50 se convirtió en el punto de 
partida para verificar si los extractos exhibían alguna acción protectora sobre la 
línea celular SH-SY5Y. 
 
Los tiempos de exposición evaluados fueron 4, 6, 12, 18 y 24 h; encontrándose 
que los cambios más significativos en la viabilidad celular a las distintas 
concentraciones evaluadas, se lograron a las 24 h de exposición a la toxina (figura 
5-10). Además se pudo observar cómo el deterioro en las células fue progresivo y 
dependía tanto del tiempo como de la concentración de rotenona.  
 
Figura 5-10. Determinación de la LD50 de rotenona 
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Donde: 0 µM, 1 µM, 5 µM, 20 µM, 50 µM, 100 µM, 200 µM corresponden a las concentraciones de 
rotenona aplicadas en el medio de cultivo. 

 
Para identificar la concentración que logró disminuir la viabilidad celular en un 
50%, se realizó un ANOVA de dos vías. En este análisis, se tomaron como 
variables independientes, la concentración de rotenona en el medio de cultivo y el 
tiempo de exposición a la misma. Se realizó un test pos-hoc de Bonferroni, 
comparando cada uno de los resultados con la viabilidad teórica de la LD50 (50%), 
pudiendo establecerse que luego de 24 horas de exposición, la concentración 50 
µM de rotenona no presentó diferencias significativas respecto al control 
mencionado (marcado como #), Por tal motivo esta concentración se identificó 
como la dosis letal media. 
 
5.6. DETERMINACIÓN DEL TIEMPO ENTRE LA INDUCCIÓN DEL DAÑO Y 

LA EXPOSICIÓN A LOS EXTRACTOS 
 
Uno de los objetivos de la investigación fue determinar si los extractos eran 
capaces de revertir el efecto de la rotenona sobre la línea celular SH-SY5Y tras un 
periodo de exposición a esta toxina. El cual se definió como el tiempo en el que la 
concentración LD50 comenzó a afectar las células.  
 
Por tanto, se realizó un análisis de Bonferroni, para comprar los datos de viabilidad 
del control negativo con los correspondientes a la concentración 50 µM de 
rotenona en cada tiempo evaluado. Los resultados que se ilustran en la figura 5-
11,  reflejaron que a las 6 horas (marcado como *) ya se presentaban diferencias 
significativas entre los grupos evaluados. Sin embargo, el hecho de que a las 4 
horas no hubiera una diferencia entre el control negativo y la viabilidad de las 
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células expuestas a una concentración de 50 µM de rotenona, no significa que 
estas se encontraran libres de daño oxidativo [140]. 
 
Figura 5-11. Viabilidad de la línea celular SH-SY5Y luego de varios tiempos de exposición a 
rotenona. 

 
 
Donde: 0 µM, 1 µM, 5 µM, 20 µM, 50 µM, 100 µM, 200 µM corresponden a concentraciones de 
rotenona empleadas en el medio de cultivo. 

 
Debido a esto, se evaluó carbonilación de proteínas, peroxidación lipídica y daño 
en ADN luego de 4, 6 y 24 horas de exposición de las células a la concentración 
50 µM de rotenona. Estos ensayos fueron realizados de acuerdo a la metodología 
propuesta en las secciones 4.9.2 a 4.9.4. Los resultados se muestran en las 
figuras 5-12, 5-13 y 5-14. Todos los datos fueron analizados mediante ANOVA, 
empleando la prueba pos-hoc Newman-Keuls.  
 
Figura 5-12. Carbonilación de proteínas de la línea celular SH-SY5Y en distintos tiempos de 
exposición a rotenona. 
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Estos análisis, permitieron establecer que no existían diferencias significativas 
entre los resultados de las pruebas de daño en macromoléculas a los tiempos de 
exposición 4 y 6 horas. Lo anterior indicó que el tiempo de 4 horas era adecuado 
para realizar los ensayos posteriores, pues fue un tiempo en el cual las células 
aún no tenían una marcada pérdida de viabilidad pero ya se encontraban 
afectadas, a nivel de sus macromoléculas, por los radicales libres generados por 
la rotenona. 
 
Figura 5-13. Peroxidación lipídica de la línea celular SH-SY5Y en distintos tiempos de 
exposición a rotenona. 

 
 

Figura 5-14. Porcentaje de 8-oxoGuanina en la línea celular SH-SY5Y en distintos tiempos de 
exposición a rotenona. 
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5.7. EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS DE MORERA 
 
La evaluación de la toxicidad se realizó tal como lo describe el numeral 4.8, 
utilizando los extractos seleccionados como promisorios en la sección 5.3. Para 
esto, se midió la viabilidad luego de 28 horas de exposición de la línea celular a 
cada uno de los extractos (figuras 5-15 a 5-19). Cabe mencionar que para 
estandarizar los resultados, se calcularon por el método DPPH, las 
concentraciones de extracto en términos de porcentajes de actividad antioxidante, 
empleando como solvente PBS. 

 
Figura 5-15. Toxicidad del extracto de AA-2 a las 28 horas 

 
Donde AA: porcentaje de actividad antioxidante hallado por DPPH para los extractos de la variedad 
AA-2, obtenidos por el método sonicación/acetona-agua; CONTROL (+): viabilidad con la 
exposición a la LD50 de rotenona y CONTROL (-): viabilidad de las células expuestas a DMEM 
completo sin rotenona ni extracto. 

 
Figura 5-16. Toxicidad del extracto de Cristiana a las 28 horas 
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Donde AA: porcentaje de actividad antioxidante hallado por DPPH para los extractos de la variedad 
Cristiana, obtenidos por el método sonicación/acetona-agua; CONTROL (+): viabilidad con la 
exposición a la LD50 de rotenona y CONTROL (-): viabilidad de las células expuestas a DMEM 
completo sin rotenona ni extracto. 

 
Figura 5-17. Toxicidad del extracto de Ichinose a las 28 horas 

 
 
Donde AA: porcentaje de actividad antioxidante hallado por DPPH para los extractos de la variedad 
Ichinose, obtenidos por el método sonicación/acetona-agua; CONTROL (+): viabilidad con la 
exposición a la LD50 de rotenona y CONTROL (-): viabilidad de las células expuestas a DMEM 
completo sin rotenona ni extracto. 

 
 

Figura 5-18. Toxicidad del extracto de Subong Pong a las 28 horas 
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Donde AA: porcentaje de actividad antioxidante hallado por DPPH para los extractos de la variedad 
Subong Pong, obtenidos por el método sonicación/acetona-agua; CONTROL (+): viabilidad con la 
exposición a la LD50 de rotenona y CONTROL (-): viabilidad de las células expuestas a DMEM 
completo sin rotenona ni extracto. 

 
Figura 5-19. Toxicidad del extracto de Nacional a las 28 horas 

 
Donde AA: porcentaje de actividad antioxidante hallado por DPPH para los extractos de la variedad 
Nacional, obtenidos por el método sonicación/acetona-agua; CONTROL (+): viabilidad con la 
exposición a la LD50 de rotenona y CONTROL (-): viabilidad de las células expuestas a DMEM 
completo sin rotenona ni extracto. 
 

Con el fin de hallar los porcentajes de actividad antioxidante que no afectaran la 
viabilidad celular (sin toxicidad), se realizó un ANOVA de una vía con la prueba 
pos-hoc Dunnett, tomando como referencia los datos de viabilidad del control 
negativo. Este análisis se hizo luego de comprobar, que los datos se comportaron 
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de manera normal y no presentaron diferencias significativas entre las varianzas 
de los distintos grupos.  
 
De acuerdo a las figuras 5-15 a 5-19, las células soportaron bajos porcentajes de 
actividad antioxidante de los extractos, lo cual implica la necesidad de utilizar una 
metodología de separación para obtener un fraccionamiento de los extractos, y de 
esta manera descartar posibles sustancias tóxicas presentes en las variedades de 
morera [141]. Los extractos de AA-2 y Nacional fueron los menos tóxicos ya que al 
exponer la línea celular SH-SY5Y a un 9% de actividad antioxidante no se afectó 
de manera significativa la viabilidad.  
 
Sin embargo, para todos los extractos, las células lograron soportar hasta un 4% 
de actividad antioxidante sin verse afectada de manera significativa su viabilidad, 
por lo que se definió como rango de trabajo para los siguientes ensayos, 
porcentajes de actividad antioxidante de los extractos entre 1 y 4%. 
 
Como se mencionó, la alta toxicidad de los extractos, refleja la presencia de 
posibles sustancias que podrían ser interesantes para el tratamiento de 
enfermedades como el cáncer. Posiblemente, a causa de esto, se han descrito 
propiedades antitumorales y antiproliferativas asociadas a la morera [142-144]. 
 
5.8. EFECTO DE LOS EXTRACTOS SOBRE LA LÍNEA CELULAR SH-SY5Y 
 
5.8.1. Efecto sobre la viabilidad 
 
Debido a que existe evidencia contradictoria sobre el modo de acción de los 
compuestos antioxidantes [145], se buscó conocer la manera en la cual los 
extractos de morera protegían a la línea celular SH-SY5Y, determinando si estos 
eran capaces de mitigar, contrarrestar o prevenir un daño oxidativo inducido por 
rotenona. 
 
Figura 5-20. Viabilidad celular según el tipo de ensayo 
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Para cumplir este objetivo, se desarrollaron los tres tipos de experimentos 
planteados en la metodología (Al tiempo, Extracto y Rotenona) con los extractos 
identificados como promisorios (AA-2; Cristiana; Ichinose; Subong Pong; Nacional) 
a porcentajes de actividad antioxidante de 4%; 3%; 2%; 1%.  
 
Al agrupar todos los resultados de las cinco variedades en los tres grupos 
mencionados y realizar un análisis no paramétrico Kruskal-Wallis, seguido por la 
prueba de comparación múltiple Dunn,  se pudo determinar que el grupo 
Rotenona, presentó una menor tasa de viabilidad celular, mostrando diferencias 
muy significativas (P<0,001) respecto a los otros dos grupos (figura 5-20). Esto 
permitió inferir que en general, los compuestos presentes en los extractos no 
fueron capaces de revertir el daño ya ocasionado por el agente oxidante. Este 
hallazgo concuerda con los resultados reportados por algunos investigadores 
[146], pues se ha visto que los compuestos antioxidantes no tienen un impacto 
importante sobre células que se encuentran en un proceso degenerativo, sino más 
bien se emplean como terapias preventivas.  
 
Figura 5-21. Efecto del extracto de la variedad Nacional sobre la viabilidad celular según el 
tipo de ensayo. 

 
 
Donde: la sigla NAC corresponde al extracto de la variedad Nacional obtenido por el método 
sonicación/Acetona-Agua; ROT 50 µM corresponde a la los resultados de viabilidad con la 
exposición a la LD50 de rotenona (control positivo 1). CONTROL (-) se refiere a la viabilidad de las 
células expuestas a DMEM completo sin agente rotenona ni extracto (control negativo). 4% NAC 
corresponde a la viabilidad de las células expuestas a 4 % de actividad antioxidante del extracto de 
Nacional obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua (control sustrato). 

 
Se realizó un ANOVA de dos vías, para cada uno de los extractos (figuras 5-21 y 
figuras presentadas en el Anexo C), tomando como variables independientes el 
tipo de ensayo y los porcentajes de actividad antioxidante. Se utilizó la prueba 
pos-hoc Bonferroni para comparar los resultados de viabilidad celular luego de los 
tratamientos con los datos de viabilidad obtenidos para la LD50 (control positivo 1). 
Se encontró que el extracto de la variedad Nacional no presentó diferencias 
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significativas respecto al grupo control mencionado (figura 5-21), por lo que este 
extracto no se consideró para los ensayos de determinación de daño en 
macromoléculas celulares.  
 
Por el contrario, los extractos de las variedades Ichinose, Subong Pong, AA-2 y 
Cristiana si mostraron diferencias respecto al control positivo 1, tal como se 
muestra en el anexo C, por lo que los extractos de estas variedades fueron 
empleadas en los ensayos posteriores ya que se les puede atribuir algún grado de 
protección sobre la línea celular SH-SY5Y expuesta a rotenona. 
 
Posteriormente se desarrolló un análisis estadístico con el fin de identificar los 
extractos y las concentraciones que lograron resultados superiores o al menos 
similares a los obtenidos con resveratrol (control de referencia). El análisis 
estadístico que se realizó fue un ANOVA de dos vías, donde las variables 
independientes fueron los porcentajes de actividad antioxidante de cada uno de 
los extractos y el tipo de ensayo (al tiempo, extracto y rotenona). La prueba pos-
hoc empleada fue Bonferroni, con comparaciones múltiples respecto a los 
resultados del control de referencia (resveratrol) de cada tipo de ensayo. 
 
Para garantizar una buena visualización de los resultados, los datos fueron 
representados en dos figuras (figuras 5-22 y 5-23). 
 
Figura 5-22. Viabilidad celular con respecto a concentraciones de extractos de dos 
variedades (Subong Pong; Cristiana) y al tipo de ensayo 

 
Donde: la sigla AA corresponde a actividad antioxidante determinada por DPPH; la sigla SP al 
extracto de la variedad Subong Pong obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; La sigla 
CRIS al extracto de la variedad Cristiana obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; 
RESVERATROL al control referencia (Resveratrol 5 µM); SIN ROTENONA se refiere al control 
negativo en los ensayos. 
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Figura 5-23. Viabilidad celular con respecto a concentraciones de extractos de dos 
variedades (Ichinose; AA-2) y al tipo de ensayo 

 
Donde: la sigla AA corresponde a actividad antioxidante determinada por DPPH; la sigla ICHI al 
extracto de la variedad Ichinose obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; La sigla AA-2 al 
extracto de la variedad AA-2 obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; RESVERATROL al 
control referencia (Resveratrol 5 µM); SIN ROTENONA se refiere al control negativo en los 
ensayos. 

 
Los resultados obtenidos mostraron que el control de referencia (resveratrol 5 µM) 
es un punto difícil de superar, pues ninguno de los extractos fue estadísticamente 
mejor que él. Sin embargo, varios de los porcentajes de actividad antioxidante 
evaluados para los diferentes extractos, no tuvieron diferencias significativas 
respecto al resveratrol en términos de viabilidad celular. Los porcentajes que 
lograron este objetivo fueron marcados con el signo “#”, mostrando que los 
resultados más importantes se lograron en los tipos de ensayo llamados “al 
tiempo” y “extracto”, para los extractos de las variedades AA-2, Subong Pong y en 
menor proporción Ichinose.  
 
Es importante mencionar que las concentraciones más altas de extractos 
(porcentajes de actividad antioxidante mayores) no implicaron siempre los mejores 
resultados, pues posiblemente el medio se saturó y las células dejaron de captar 
sustancias externas. También se pudo evidenciar que el resveratrol funcionó 
mucho mejor que los extractos de morera, quizás debido a que por estar en un 
mayor grado de pureza, el compuesto activo atravesó las membranas y redujo 
más eficientemente los radicales libres formados [147]. Además, la presencia de 
excipientes de características desconocidas en los extractos de morera pudo jugar 
un papel importante en su actividad neuroprotectora. 
 
Otro aspecto evaluado fue la morfología celular, observada a través de un 
microscopio invertido. Las imágenes que se muestran en las figuras 5-24 y 5-25 
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corresponden a las células expuestas a los extractos promisorios identificados en 
las figuras 5-22 y 5-23.  
 
Con estas gráficas se determinó que el nivel de protección de los extractos frente 
al estrés oxidativo causado por la rotenona fue bueno, pues los cambios 
morfológicos que se perciben son pocos comparados con los controles positivos 
(células expuestas a LD50 de rotenona y células expuestas a Fe+2+H2O2).  
 
Figura 5-24. Imágenes del cultivo celular: ensayo tipo “Al tiempo” para extractos 
promisorios. 

(A)

 

(B)

 

(C)

 
(D)

 

(E)

 

(F)

 
(G) 

 

(H)

 

 

 
Donde: (A) Células + LD50 + Extracto Subong Pong al 2%. (B) Células + LD50 + Extracto AA-2 al 
4%. (C) Células + LD50 + Extracto AA-2 al 3% (D) Células + LD50 + Extracto AA-2 al 2%. (E) 
Células + LD50 + 5 µM Resveratrol. (F) Células + LD50 de rotenona. (G) Células + Fe

+2
-H2O2. (H) 

Células + DMEM sin modificaciones. 
 

En general, los resultados mostraron la necesidad de evaluar otros aspectos 
además de la viabilidad y la morfología celular, ya que es importante conocer en 
las células el estado de las macromoléculas, pues esto tiene un importante 
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impacto sobre la estabilidad genómica, el estado de las membranas y las 
funciones celulares [2]. 
 
Figura 5-25. Imágenes del cultivo celular: ensayo tipo “Extracto” para extractos promisorios. 

(A)

 

(B)

 

(C)

 
(D) 

 

(E)

 

(F)

 
(G)

 

(H)

 

(I)

 
 
Donde: (A) Células + LD50 + Extracto Subong Pong al 3%. (B) Células + LD50 + Extracto Subong 
Pong al 2%. (C) Células + LD50 + Extracto Subong Pong al 1%. (D) Células + LD50 + Extracto 
Ichinose al 4%. (E) Células + LD50 + Extracto Ichinose al 3%. (F) Células + LD50 + 5 µM 
Resveratrol. (G) Células + LD50 de rotenona. (H) Células + Fe

+2
-H2O2. (I) Células + DMEM sin 

modificaciones. 

 
5.8.2. Efecto sobre las proteínas celulares  
 
Con el ánimo de conocer a que nivel se da la protección en las células, se propuso 
determinar el grado de carbonilación de proteínas en la línea celular SH-SY5Y. 
Para esto, se emplearon los ensayos de acuerdo a la metodología propuesta 
(sección 4.9.2). 
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Todos los resultados fueron expresados en nmol de carbonilos/mg de proteína 
total. Por tal motivo se realizó una curva de calibración con BSA para hallar la 
concentración total de proteína. Esta gráfica se muestra en el Anexo D.  
 
El análisis realizado a los datos agrupados por tipo de experimento (figura 5-26), 
mostró que hubo diferencias estadísticas entre los tres grupos de experimentos (al 
tiempo, extracto, rotenona). El análisis estadístico propuesto fue Kruskal-Wallis, 
seguido por la prueba de comparación múltiple Dunn.  
 
Figura 5-26. Carbonilación de proteínas en la línea celular SH-SY5Y según el tipo de ensayo 

 
 
Con este ensayo se pudo determinar que en general, la exposición de las células 
a la rotenona y al mismo tiempo al agente reductor (extracto), mitiga la oxidación 
en las proteínas. Esto bajo el supuesto de que la rotenona fue reducida por el 
extracto antes de introducirse en la mitocondria y por ende la producción de 
radicales libres en la cadena respiratoria de electrones fue menor. 
 
Otro aspecto importante es que el nivel protector de los extractos en términos de 
la prevención del daño oxidativo (ensayo tipo extracto), no fue tan efectivo como 
se esperaba, esto tal vez debido a que la estabilidad de los compuestos 
antioxidantes se vio afectada por algunos parámetros como variaciones en el pH, 
ocasionadas quizás por cambios en el metabolismo celular [148]. 
 
Posteriormente se desarrolló un ANOVA de dos vías para identificar los extractos 
y las concentraciones de los mismos que lograron resultados similares al control 
de referencia (resveratrol 5µM), al ser una sustancia con resultados satisfactorios 
[149, 150].  
 
Al igual que en los análisis de viabilidad, las variables independientes fueron los 
porcentajes de actividad antioxidante de cada uno de los extractos y el tipo de 
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ensayo (al tiempo, extracto y rotenona). La prueba pos-hoc empleada fue 
Bonferroni, con comparaciones múltiples respecto a los resultados del resveratrol. 
 
Figura 5-27. Carbonilación de proteínas de la línea celular SH-SY5Y con respecto a 
concentraciones de extractos de dos variedades (Subong Pong; Cristiana) y al tipo de 
ensayo. 

 
 
Donde: la sigla AA corresponde a actividad antioxidante determinada por DPPH; la sigla SP al 
extracto de la variedad Subong Pong obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; La sigla 
CRIS al extracto de la variedad Cristiana obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; 
RESVERATROL al control referencia (Resveratrol 5 µM); SIN ROTENONA se refiere al control 
negativo en los ensayos. 

 
Los resultados pueden visualizarse en las figuras 5-27 y 5-28. Donde se evidenció 
que los extractos de Subong Pong y Cristiana presentaron buena protección sobre 
las proteínas celulares. Al igual que en los resultados de viabilidad celular, superar 
los valores de resveratrol se hizo difícil. Sin embargo, algunos porcentajes de 
capacidad antioxidante exhibieron resultados interesantes, pues mostraron 
diferencias significativas favorables (resultados superiores al control de referencia 
(*; P<0,05);(**; P<0,01)), o resultados similares al control de referencia (marcados 
como #). 
 
Es de destacar que la protección a la carbonilación de proteínas arrojó resultados 
prometedores, pues gran parte de los extractos cumplieron con el objetivo final. Lo 
cual, puede estar asociado a una reducción de la disfunción mitocondrial [151], 
inhibición proteasomal [152] y el plegamiento inadecuado de proteínas [153]. 
 
Las concentraciones o porcentajes de actividad antioxidante que favorecieron en 
mayor grado la protección de las proteínas, fueron los valores tomados como 
intermedios, esto debido a que la concentración más alta posiblemente inhibió la 
captación de nutrientes o compuestos protectores por parte de las células. Y en el 
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caso de la concentración más baja, la concentración de sustancias que reducían 
los radicales libres pudo ser insuficiente.  
 
Figura 5-28. Carbonilación de proteínas de la línea celular SH-SY5Y con respecto a 
concentraciones de extractos de dos variedades (Ichinose; AA-2) y al tipo de ensayo 

 
 
Donde: la sigla AA corresponde a actividad antioxidante determinada por DPPH; la sigla ICHI al 
extracto de la variedad Ichinose obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; La sigla AA-2 al 
extracto de la variedad AA-2 obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; RESVERATROL al 
control referencia (Resveratrol 5 µM); SIN ROTENONA se refiere al control negativo en los 
ensayos. 

 
5.8.3. Efecto sobre lípidos  
 
Este ensayo se realizó para conocer el estado del daño oxidativo en los lípidos, de 
acuerdo a la metodología propuesta; donde se esperaban obtener bajas 
concentraciones de MDA (subproducto de la reacción en cadena de la 
peroxidación lipídica) [154]. Al igual que en los ensayos anteriores, se tuvieron en 
cuenta los tres tipos de ensayo. Además, todos los ensayos fueron normalizados a 
una misma concentración de proteínas, para demostrar que un aumento en la 
concentración del malondialdehido se debió a un proceso oxidativo y no a una 
captación de mayor cantidad de muestra. Para obtener los datos de concentración 
de MDA tal como se reportan en este documento, se realizaron dos curvas de 
calibración, una para la concentración de proteína y otra para la concentración de 
malondialdehido (anexos D y E). 
 
El primer análisis desarrollado en esta sección tuvo como objetivo encontrar el tipo 
de ensayo que exhibiera una menor concentración de malondialdehido, esto con el 
fin de determinar el modo de protección de los extractos frente a los lípidos. Los 
resultados fueron graficados en la figura 5-29 luego de realizar un análisis no 
paramétrico, empleando la prueba de Kruskal-Wallis, seguida por una 
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comparación múltiple de Dunn. Estos resultados reflejaron que una vez las células 
fueron sometidas a la sustancia productora de radicales libres (rotenona), les fue 
difícil a los extractos revertir los daños sobre los lípidos. 
 
Figura 5-29. Concentración de malondialdehido en la línea celular SH-SY5Y con respecto a 
los tipos de ensayos planteados 

 
 
Además, se identificaron los extractos y las concentraciones que cumplían una 
función protectora frente a los lípidos. Para esto se realizó un ANOVA de dos vías, 
tomando como variables independientes los extractos de morera con sus 
respectivos porcentajes de actividad antioxidante y el tipo de ensayo (al tiempo, 
extracto y rotenona). Al igual que en el apartado anterior se desarrolló una prueba 
de Bonferroni con una comparación múltiple frente a los valores de 
malondialdehido alcanzados por el control referencia (resveratrol 5 µM). Los 
resultados se muestran en dos gráficas (gráficas 5-30 y 5-31) aunque el análisis 
se realizó con la totalidad de los datos.  
 
Los resultados evidenciaron que el resveratrol presentó resultados 
significativamente diferentes y desfavorables con respecto al control negativo, al 
igual que todos los extractos de morera. Esto pudo deberse a que la peroxidación 
lipídica se dio en etapas tempranas de la oxidación, pues la primera barrera con la 
que se podrían encontrar los radicales libres son los lípidos, componentes 
principales de las membranas [155]. 
 
El análisis estadístico reflejó que los extractos estudiados presentaron protección 
en los lípidos, sin embargo extractos de variedades como AA-2 y Cristiana no 
tuvieron buenos resultados en el ensayo tipo extracto, esto quizás debido a que 
sus componentes activos se degradaron fácilmente y su acción se vio limitada. 
Contrario a lo ocurrido con el extracto de la variedad Subong Pong para el cual se 
observan los mejores resultados de protección en este ensayo. 
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Figura 5-30. Concentración de malondialdehido de la línea celular SH-SY5Y con respecto a 
concentraciones de extractos de dos variedades (Subong Pong; Cristiana) y al tipo de 
ensayo 

 
 

Donde: la sigla AA corresponde a actividad antioxidante determinada por DPPH; la sigla SP al 
extracto de la variedad Subong Pong obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; La sigla 
CRIS al extracto de la variedad Cristiana obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; 
RESVERATROL al control referencia (Resveratrol 5 µM); SIN ROTENONA se refiere al control 
negativo en los ensayos. 
 
Figura 5-31. Concentración de malondialdehido en la línea celular SH-SY5Y con respecto a 
concentraciones de extractos de dos variedades (Ichinose ; AA-2) y al tipo de ensayo 

 
 

Donde: la sigla AA corresponde a actividad antioxidante determinada por DPPH; la sigla ICHI al 
extracto de la variedad Ichinose obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; La sigla AA-2 al 
extracto de la variedad AA-2 obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; RESVERATROL al 
control referencia (Resveratrol 5 µM); SIN ROTENONA se refiere al control negativo en los 
ensayos. 
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5.8.4. Efecto sobre el ADN 
 
Los experimentos realizados en esta sección fueron los descritos en la sección 
4.9.4 de la metodología, utilizando los extractos de morera identificados como 
promisorios. Estos experimentos, permitieron conocer los porcentajes de 
formación del aducto 8-OxoGuanina, principal marcador de daño oxidativo en el 
ADN. La importancia de este ensayo radica en que la presencia de este aducto 
puede llegar a producir mutaciones [156], lo que implicaría que la maquinaria 
celular podría estar comprometida, generando problemas en procesos vitales 
como la transcripción, replicación y traducción [157]. Además fallas de los 
mecanismos de control en el ADN podrían conducir a falta de regulación del ciclo 
celular [158]. 
 
Figura 5-32. Determinación del porcentaje de cola en extractos de la variedad Subong Pong 
por medio de los ensayos de cometa 

 
 

En las gráficas 5-32 a 5-35 se pudo ver que cuando se aplicó la enzima Fpg 
ocurrió un aumento significativo en el porcentaje en cola del ADN. Esto 
evidentemente se dio por la presencia de la 8-oxoG pues la enzima Fpg es una 
DNA-glicosilasa con actividad liasa que reconoce específicamente este aducto, lo 
que provoca una ruptura de la doble hélice [159]. Un aspecto importante a 
mencionar es que todas las concentraciones de los diferentes extractos 
provocaron una disminución en la lectura del porcentaje de cola en el ensayo 
cometa tradicional, lo cual podría estar relacionado con menor ruptura de la doble 
hélice, bien sea porque se generó menor daño o porque los mecanismos de 
reparación no funcionaron adecuadamente. Por tal motivo se hizo conveniente 
analizar el porcentaje en cola debido solo al aducto 8-oxoG, el cual fue calculado a 
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partir de la diferencia entre los resultados de los ensayos cometa tradicional y 
cometa modificado con la enzima Fpg.  
 
Figura 5-33. Determinación del porcentaje de cola en extractos de la variedad Ichinose por 
medio de los ensayos de cometa 

 

 
Figura 5-34. Determinación del porcentaje de cola en extractos de la variedad Cristiana por 
medio de los ensayos de cometa 
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Figura 5-35. Determinación del porcentaje de cola en extractos de la variedad AA-2 por 
medio de los ensayos de cometa 

 
 
Al obtener el porcentaje en cola de 8-oxoG y realizar una prueba de Kruskal-
Wallis, seguida de un análisis post-hoc Dunns para los resultados agrupados por 
tipo de experimento (al tiempo, rotenona, extracto), se pudo evidenciar que el 
ensayo tipo rotenona presentó el mayor porcentaje de 8-oxoG (figura 5-36) 
mostrando diferencias muy significativas (***, P<0,001) respecto a los otros dos 
tipos de ensayo, esto tal vez debido a que en el periodo de 4 horas, durante el 
cual las células estuvieron expuestas a la LD50 de rotenona sin protección del 
extracto, se logró generar un daño tal que los niveles de las enzimas de 
reparación, como MTH1, OGG1 o MUTYH fueron insuficientes. Además, se pudo 
provocar un deterioro en los mecanismos de reparación [160, 161] que afectó 
significativamente la remoción del aducto 8-oxoG en el cultivo celular. 
 
Al igual que en los ensayos anteriores también se realizó un ANOVA de dos vías 
para identificar las variables y los porcentajes de actividad antioxidante que 
lograron un menor porcentaje en cola del aducto 8-oxoG, esto con el fin de 
determinar si los extractos tenían un efecto protector sobre el ADN. Para realizar 
el análisis estadístico se empleó la prueba pos-hoc Bonferroni, donde todas las 
comparaciones se realizaron contra el control referencia (resveratrol 5 µM). Los 
resultados pueden observase en las figuras 5-37 y 5-38. 
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Figura 5-36. Porcentaje del aducto 8-oxoGuanina en la línea celular SH-SY5Y con respecto a 
los tipos de ensayos planteados 

 
 
Se evidenció que ningún porcentaje de actividad antioxidante logró un efecto 
protector sobre el ADN significativamente superior al obtenido con el resveratrol. 
Sin embargo, marcados con el signo “#”, se presentan los porcentajes de las 
variedades que obtuvieron al menos un resultado sin diferencias significativas 
respecto al resveratrol. Los extractos de las variedades Subong Pong y Cristiana 
tuvieron un rango más amplio de acción, encontrándose que los mejores fueron 
los porcentajes de actividad antioxidante más altos, debido tal vez a una mayor 
tasa de transporte pasivo [162]. 
 
Figura 5-37. Porcentaje en cola del aducto 8-oxoG en la línea celular SH-SY5Y con respecto 
a concentraciones de extractos de dos variedades (Subong Pong; Cristiana) y al tipo de 
ensayo 

 
 
Donde: la sigla AA corresponde a actividad antioxidante determinada por DPPH; la sigla SP al 
extracto de la variedad Subong Pong obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; La sigla 
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CRIS al extracto de la variedad Cristiana obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; 
RESVERATROL al control referencia (Resveratrol 5 µM). 

 
Figura 5-38. Porcentaje en cola del aducto 8-oxoG en la línea celular SH-SY5Y con respecto 
a concentraciones de extractos de dos variedades (Ichinose; AA-2) y al tipo de ensayo 

 
Donde: la sigla AA corresponde a actividad antioxidante determinada por DPPH; ICHI a extracto de 
la variedad Ichinose obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; AA-2 a extracto de la 
variedad AA-2 obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua. RESVERATROL al control 
referencia (Resveratrol 5 µM). 

 
Los resultados para el tipo de ensayo llamado rotenona no fueron los esperados, 
ya que solo uno de los porcentajes de actividad antioxidante para un extracto 
(Subong Pong) logró alcanzar los resultados deseados. En el Anexo F, se 
encuentran las imágenes del ensayo cometa para extractos marcados con el signo 
“#”. 
 
5.9. EVALUACIÓN DE LA NEUROPROTECCIÓN 
 
Debido a la gran cantidad de ensayos y a los resultados alcanzados, se realizó 
otro análisis para incluir todos los datos obtenidos en los ensayos con células y 
demostrar las relaciones existentes entre los diferentes parámetros (viabilidad 
celular, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas y porcentaje del aducto 8-
OxoG). Para esto se desarrolló un análisis multivariado llamado análisis de 
componentes principales, que permitió además, identificar los extractos y sus 
respectivos porcentajes de actividad antioxidante que presentaron un efecto 
neuroprotector. 
 
Los datos fueron representados en una gráfica tipo biplot (gráfica de análisis 
multivariante). De la misma manera que un diagrama de dispersión muestra la 
distribución conjunta de dos variables, un biplot permite representar tres o más 
variables [163]. El gráfico biplot exhibió los resultados en forma de un diagrama de 
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dispersión, en un espacio de dos dimensiones, aunque la configuración original 
fue de cuatro dimensiones (viabilidad celular, peroxidación lipídica, carbonilación 
de proteínas y porcentaje de 8-OxoGuanina).  
 
En la figura 5-39 se pudo evidenciar que ningún extracto logró alcanzar resultados 
similares a los del control negativo (sin rotenona), esto tal vez debido a que el 
daño que se le indujo a las células fue muy grande para el corto tiempo del ensayo 
(24 horas). Tal vez, una posible solución a este fenómeno implicaría realizar una 
diferenciación en la línea celular SH-SY5Y para permitir dosis bajas de rotenona, 
pero tiempos de tratamiento prolongados. De esta manera, también se lograría 
mejorar el modelo de estrés oxidativo, ya que se reducirían posibles alteraciones 
causadas por la proliferación celular [164]. 
 
Pese a lo mencionado cabe destacar que relativamente cerca al control negativo 
se pudo apreciar un grupo, en el cual, además del resveratrol en los tres tipos de 
ensayo (extracto, al tiempo y rotenona), se encontraron los extractos Ichinose al 
4% y 3% en el ensayo tipo extracto, Subong Pong al 4%, 3% en el ensayo tipo 
extracto y 3% en el ensayo tipo al tiempo; y los extractos de la variedad AA-2 con 
los porcentajes 4% y 3% en el ensayo tipo al tiempo. Demostrando que algunos de 
los extractos de morera ejercieron un nivel de protección importante sobre la línea 
celular SH-SY5Y similar al resveratrol, pero solo a porcentajes altos de actividad 
antioxidante (4% y 3%) y en los ensayos tipo al tiempo y extracto. 
 
Otro aspecto a destacar resulta en que el ensayo tipo rotenona mostró los 
resultados más pobres, similares a los alcanzados con los controles positivos 
(rotenona y Fe+2-H2O2), lo cual evidencia que los extractos de las variedades de 
morera no fueron capaces de revertir el daño oxidativo, por lo que su campo de 
acción se limitó a la prevención y mitigación del efecto de la rotenona y no se 
puede asociar a la reversión del daño oxidativo.  
 
También por medio del gráfico biplot se pudo determinar una relación 
inversamente proporcional entre la viabilidad celular y el porcentaje de 8-oxoG 
presente en el ADN, lo cual concuerda con otros estudios [165, 166]. También se 
observa una relación, aunque en menor proporción, entre la viabilidad celular con 
la carbonilación de proteínas y la peroxidación lipídica, esto, tal vez porque los 
niveles de daño a soportar por las células, en estas macromoléculas son mayores 
[167]. 
 
 
5.10. RESUMEN DE RESULTADOS 
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OBJETIVOS RESULTADOS ALCANZADOS 

1. Determinar la actividad 
antioxidante y la 
concentración de fenoles 
totales de los extractos 
de las 15 variedades de 
morera. 

Se utilizaron cuatro sistemas de extracción de 
compuestos antioxidantes para las 15 variedades de 
morera, encontrándose que el método Acetona-
Agua/Sonicación fue el más eficiente.  Además, se 
determinó que los extractos de las variedades 
Nacional, Subong Pong, Cristiana, Ichinose y AA-2 
sobresalieron por su alto contenidos de fenoles y 
porcentajes de actividad antioxidante.  

2. Evaluar la toxicidad de 
los extractos de morera 
sobre la línea celular SH-
SY5Y. 

Porcentajes de actividad antioxidante del 4% o 
inferiores lograron no afectar al cultivo celular. 

Establecer la línea 
celular SH-SY5Y como 
un modelo in vitro para el 
estudio de la enfermedad 
de Parkinson.

La exposición de la línea celular SH-SY5Y a rotenona 
a una concentración de 50 µM generó pérdida de 
viabilidad celular y daño oxidativo en las 
macromoléculas celulares, características marcadas 
en la enfermedad de Parkinson. 

Determinar el efecto 
de los extractos de 
morera sobre las 
macromoléculas y la 
viabilidad de la línea 
celular SH-SY5Y 
expuesta a rotenona.

La exposición a los extractos obtenidos por el método 
Sonicación/Acetona-Agua, de las variedades Subong 
Pong, Ichinose y AA-2, previnieron y/o mitigaron el 
efecto de la rotenona sobre la línea celular SH-SY5Y, 
pero no se pudieron asociar a la reversión del daño 
oxidativo.  
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Figura 5-39. Biplot del análisis de componentes principales relacionando los ensayos de viabilidad, carbonilación de proteínas, 
peroxidación lipídica y porcentaje en cola de 8-oxoG, para todos los extractos estudiados 

 

 
 
Donde: VIABILIDAD, TBARS, CARBONILACIÓN Y % 8-OXOG se definen como  los componentes principales o los ensayos analizados. 
Las siglas AT, EXT, ROT se refieren al tipo de experimento en el cual fue evaluado el extracto, es decir, Al tiempo, Extracto o Rotenona 
respectivamente. Las siglas ICHI, SP, AA, CRIS, son el tipo de extracto empleado, en otras palabras, Ichinose, Subong Pong, AA-2, 
Cristiana respectivamente. La sigla RESVE es el control de referencia (Resveratrol 5 µM) y SIN-ROT es el control negativo (células con 
medio DMEM suplementado sin modificaciones). 
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6. CONCLUSIONES 

 
 
 
 
Las variedades de morera evaluadas presentaron poca homogeneidad en los 
valores de actividad antioxidante y concentración de fenoles, hecho que permitió 
realizar un tamizaje de los extractos con mejores características, e identificar un 
adecuado sistema de extracción. 
 
De las 15 variedades de morera, solo 3 lograron un efecto protector sobre las 
células SH-SY5Y sometidas a la neurotoxina rotenona. 
 
El daño oxidativo en las macromoléculas afecta la viabilidad celular, siendo la 
formación del aducto 8-OxoGuanina en el ADN el factor evaluado que más afecta 
este parámetro. 
 
El tratamiento de la línea celular SH-SY5Y expuesta a rotenona, con resveratrol, 
representa un control adecuado para la identificación de extractos con potencial 
para minimizar el estrés oxidativo. 
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7. RECOMENDACIONES 
 
 
Para conocer a fondo los metabolitos secundarios de los extractos que lograron 
tener una actividad protectora sobre la línea celular SH-SY5Y, sería conveniente 
realizar un fraccionamiento de estos, pues sería ideal conocer si los efectos 
protectores se deben a una sinergia entre componentes del extracto o a un 
compuesto fitoquímico específico. 
 
Sería conveniente mejorar el modelo celular del Parkinson, mediante la 
diferenciación de la línea celular SH-SY5Y a células tipo neurona, empleando 
sustancias como el ácido retinoico y ésteres de forbol [168]. Así se lograrían 
mayores tiempos de exposición a sustancias productoras de radicales libres. 
Además, se reducirían posibles alteraciones causadas por la proliferación celular 
[164] y se evaluaría durante más tiempo, la estabilidad y los efectos protectores de 
los extractos.  
 
Determinar las actividades de las enzimas antioxidantes catalasa, superóxido 
dismutasa y glutatión peroxidasa sería fundamental para identificar si el efecto 
protector de los extractos de morera fue generado por las actividades 
antioxidantes de los metabolitos secundarios o por la acción de estas enzimas. 
 
Una manera de mejorar la acción de los compuestos antioxidantes sobre las 
macromoléculas, podría ser la implementación de estrategias de internalización 
para los extractos a través de las membranas. De esta manera se podría 
garantizar su estabilidad en la célula. Dentro de estas estrategias se encuentran 
los liposomas [169], nanotubos de carbono [170] y microcápsulas [171]. 
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9. ANEXOS 
 
Anexo  A. Curva de calibración para determinar la concentración de fenoles 
totales en términos de ácido gálico 

 

 
 
 
Anexo  B. Tabla de resultados de la marcha fitoquímica 

 

Variedad 

Núcleo fitoquímico 

Alcaloides Quinonas Cumarinas 
Esteroides y 
Saponinas 

Flavonoides 
Taninos y 

fenoles 
Amidas 

AA-2 + + + + + - - 

Cristiana + + + + + + + 

Ichinose + + + + + - - 

Subong 
pong 

+ + + + + + + 

Nacional - + + + + - + 

 
Donde el símbolo ―-― se refiere a la ausencia del núcleo en la marcha fitoquímica y el símbolo ―+‖ 
indica presencia del núcleo fitoquímico. 
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Anexo  C. Efecto del extracto de las variedades Ichinose, Subong Pong, 
Cristiana y AA-2 sobre la viabilidad celular según el tipo de ensayo 

 
Donde: la sigla AA corresponde actividad antioxidante en extracto de la variedad Subong Pong 
obtenido por el método sonicación/Acetona-Agua; ROT 50 µM corresponde a la LD50 de rotenona 
(control positivo 1). SIN ROTENONA se refiere a la viabilidad de las células expuestas a DMEM 
completo sin agente rotenona ni extracto (control negativo). 4% AA SP corresponde a la viabilidad 
de las células expuestas a 4 % de actividad antioxidante del extracto de Subong Pong obtenido por 
el método sonicación/Acetona-Agua (control sustrato). 

 
 

 

 
Donde: la sigla AA corresponde actividad antioxidante en extracto de la variedad Cristiana obtenido 
por el método sonicación/Acetona-Agua; ROT 50 µM corresponde a la LD50 de rotenona (control 
positivo 1). CONTROL (-) se refiere a la viabilidad de las células expuestas a DMEM completo sin 
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agente rotenona ni extracto (control negativo). 4% AA corresponde a la viabilidad de las células 
expuestas a 4 % de actividad antioxidante del extracto de Cristiana obtenido por el método 
sonicación/Acetona-Agua (control sustrato). 

 

 
 

Donde: la sigla AA corresponde actividad antioxidante en extracto de la variedad Ichinose obtenido 
por el método sonicación/Acetona-Agua; ROT 50 µM corresponde a la LD50 de rotenona (control 
positivo 1). CONTROL (-) se refiere a la viabilidad de las células expuestas a DMEM completo sin 
agente rotenona ni extracto (control negativo). 4% AA corresponde a la viabilidad de las células 
expuestas a 4 % de actividad antioxidante del extracto de Ichinose obtenido por el método 
sonicación/Acetona-Agua (control sustrato). 
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Donde: la sigla AA corresponde actividad antioxidante en extracto de la variedad AA-2 obtenido por 
el método sonicación/Acetona-Agua; ROT 50 µM corresponde a la LD50 de rotenona (control 
positivo 1). CONTROL (-) se refiere a la viabilidad de las células expuestas a DMEM completo sin 
agente rotenona ni extracto (control negativo). 4% AA corresponde a la viabilidad de las células 
expuestas a 4 % de actividad antioxidante del extracto de AA-2 obtenido por el método 
sonicación/Acetona-Agua (control sustrato). 

 
Anexo  D. Curva de calibración de BSA leída a 280 nm para determinar la 
concentración de proteínas  

 

 
 

Anexo  E. Curva de calibración para determinar la concentración de 
malondialdehido (MDA) a partir de las medidas de fluorescencia. 
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Anexo  F. Registro fotográfico del ensayo cometa 

Figura 9-1. Imágenes del ensayo cometa sin enzima Fpg, experimento tipo “Al tiempo” de 
las células SH-SY5Y sometida a rotenona y a los extractos más promisorios. 

(A)

 

(B)

 

(C)

 
(D)

 

(E)

 

(F)

 
(G)

 

(H)

 

(I)

 
(J) (K) (L)
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Donde: (A) Células + LD50 + Extracto Subong Pong al 4%. (B) Células + LD50 + Extracto Subong 
Pong al 3%. (C) Células + LD50 + Extracto Cristiana al 4% (D) Células + LD50 + Extracto Cristiana al 
3%. (E) Células + LD50 + Extracto Ichinose al 4%. (F) Células + LD50 + Extracto Ichinose al 3%. (G) 
Células + LD50 + Extracto Ichinose al 2%. (H) Células + LD50 + Extracto AA-2 al 4%. (I) Células + 
LD50 + 5 µM Resveratrol. (J) Células con DMEM sin modificaciones. (K) Células con + LD50 de 
rotenona. 

 
Figura 9-2. Imágenes del ensayo cometa con enzima Fpg, experimento tipo “Al tiempo” de 
las células SH-SY5Y sometida a rotenona y a los extractos más promisorios 

(A)

 

(B)

 

(C)

 
(D)

 

(E)

 

(F)
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Donde: (A) Células + LD50 + Extracto Subong Pong al 4%. (B) Células + LD50 + Extracto Subong 
Pong al 3%. (C) Células + LD50 + Extracto Cristiana al 4% (D) Células + LD50 + Extracto Cristiana al 
3%. (E) Células + LD50 + Extracto Ichinose al 4%. (F) Células + LD50 + Extracto Ichinose al 3%. (G) 
Células + LD50 + Extracto Ichinose al 2%. (H) Células + LD50 + Extracto AA-2 al 4%. (I) Células + 
LD50 + 5 µM Resveratrol. (J) Células con DMEM sin modificaciones. (K) Células con + LD50 de 
rotenona. 

 
Figura 9-3. Imágenes del ensayo cometa sin enzima Fpg, experimento tipo “Extracto” de las 
células SH-SY5Y sometida a rotenona y a los extractos más promisorios 
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Donde: (A) Células + LD50 + Extracto Subong Pong al 4%. (B) Células + LD50 + Extracto Cristiana 
al 4% (C) Células + LD50 + Extracto Cristiana al 3%. (D) Células + LD50 + 5 µM Resveratrol. (E) 
Células con DMEM sin modificaciones. (F) Células con + LD50 de rotenona. 

 
Figura 9-4. Imágenes del ensayo cometa con enzima Fpg, experimento tipo “Extracto” de las 
células SH-SY5Y sometida a rotenona y a los extractos más promisorios 
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Donde: (A) Células + LD50 + Extracto Subong Pong al 4%. (B) Células + LD50 + Extracto Cristiana 
al 4% (C) Células + LD50 + Extracto Cristiana al 3%. (D) Células + LD50 + 5 µM Resveratrol. (E) 
Células con DMEM sin modificaciones. (F) Células con + LD50 de rotenona. 

 
Figura 9-5. Imágenes del ensayo cometa sin enzima Fpg, experimento tipo “Rotenona” de 
las células SH-SY5Y sometida a rotenona y a los extractos más promisorios 
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Donde: (A) Células + LD50 + Extracto Subong Pong al 4%. (B) Células + LD50 + 5 µM Resveratrol. 
(C) Células con DMEM sin modificaciones. (D) Células con + LD50 de rotenona. (E) Células con + 
Fe

+2 
+ H2O2. 

 
Figura 9-6.  Imágenes del ensayo cometa con enzima Fpg, experimento tipo “Rotenona” de 
las células SH-SY5Y sometida a rotenona y a los extractos más promisorios 
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Donde: (A) Células + LD50 + Extracto Subong Pong al 4%. (B) Células + LD50 + 5 µM Resveratrol. 
(C) Células con DMEM sin modificaciones. (D) Células con + LD50 de rotenona. (E) Células con + 
Fe

+2 
+ H2O2. 

 


