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RESUMEN 

 

La agregación del péptido β-amiloide (Aβ) en oligómeros y agregados fibrilares es uno de los 

procesos patológicos principales de la enfermedad de Alzheimer (EA). Previamente, se observó 

que tres variantes del péptido Aβ con las sustituciones puntuales A30W, K28A, y M35C, 

respectivamente, son menos tóxicas, tienen menor tendencia a agregarse y pueden inhibir la 

formación de agregados in vitro del péptido Aβ wildtype. Por lo tanto, en este trabajo se buscó 

evaluar el efecto de las tres variantes en un modelo in vivo. El nemátodo de vida libre 

Caenorhabditis elegans se utiliza ampliamente como modelo de la EA, ya que es posible inducir 

la patología amiloide mediante la expresión del péptido Aβ humano. Para el tratamiento de C. 

elegans, los péptidos se expresaron en Escherichia coli, y se utilizó la bacteria transformada como 

alimento a los nemátodos. Se utilizaron las cepas CL2006 con expresión constitutiva de Aβ en 

tejido muscular, y la cepa CL4176 con expresión inducible por temperatura de Aβ muscular. La 

exposición a los péptidos aumentó el tiempo de vida de nemátodos CL2006, mientras que el péptido 

WT redujo la viabilidad. En particular, el péptido A30W también prolonga la vida de nemátodos 

control, sugiriendo un efecto sobre el envejecimiento. Por su parte, en los nemátodos CL4176, 

únicamente los péptidos M35C y WT lograron retrasar el establecimiento de la parálisis, 

independientemente de la inducción del estrés oxidativo. Adicionalmente, se observó que la 

expresión de Aβ en los nemátodos CL4176 reduce la señalización de calcio, la cual no pudo 

restaurarse mediante los tratamientos. Estos resultados mostraron que los péptidos A30W, K28A 

y M35C pueden proteger a C. elegans frente a la toxicidad de Aβ mediante la reducción de los 

agregados fibrilares, la alteración del proceso de envejecimiento o la interacción con oligómeros. 

Además, las variantes son capaces de alterar la autofagia y el flujo de calcio de nemátodos control. 

En general, las observaciones sugieren que las sustituciones A30W, K28A y M35C podrían 

aplicarse en el desarrollo de tratamientos para la EA. 
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ABSTRACT 

 

Aggregation of amyloid beta peptide (Aβ) into toxic oligomers and fibrils is one of the major events 

that drives Alzheimer´s disease pathology. It was previously observed that three Aβ variants with 

the amino acid substitutions A30W, K28A, and M35C display reduced cytotoxicity and 

aggregation, and decrease the formation of Aβ wild-type (WT) aggregates. Caenorhabditis elegans 

has been widely used as a model for AD, as expression of human Aβ in muscle cells induces 

amyloid pathology in the nematode. In this study, the Aβ WT peptide and the A30W, K28A, and 

M35C variants were expressed in E. coli and fed to C. elegans. The CL2006 strain with constitutive 

expression of muscular Aβ, which led to the formation of fibrillar aggregates, was used. In these 

worms, the three variants increased lifespan, whereas the WT peptide reduced viability. 

Interestingly, the A30W variant also increased the longevity of the control strain CL802. In the 

temperature-sensitive strain CL4176, only M35C and WT delayed the onset of paralysis, a 

phenotype related to the formation of toxic oligomers. This effect was independent of oxidative 

stress, as only K28A treatment reduced the induction of reactive oxygen species (ROS), whereas 

A30W increased ROS. Additionally, it was observed that Aβ expression in CL4176 reduced the 

calcium signal, which our treatments couldn’t restore. Results show that the A30W, K28A, and 

M35C variants can protect C. elegans by reducing Aβ fibrillar aggregates, altering aging, or 

targeting oligomers. Moreover, the substitutions altered calcium flux and autophagy in control 

worms. Overall, this suggests that the amino acid substitutions A30W, K28A, and M35C in the 

peptide could be used to develop treatments for Alzheimer’s disease.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo e irreversible, 

reconocido como la principal causa de demencia senil a nivel mundial. En general, la 

sintomatología de la EA se caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria, con la aparición 

gradual de deficiencias cognitivas, de lenguaje y visoespaciales. De acuerdo con su neuropatología, 

la presentación de los síntomas está asociada a la neurodegeneración en áreas específicas del 

cerebro, por lo que aparecen en etapas avanzadas de la enfermedad (Association, Alzheimer. Thies, 

W. and Bleiler, 2013). En una evaluación microscópica del cerebro se detectan placas amiloides 

extracelulares y ovillos neurofibrilares intracelulares, ambos considerados biomarcadores y 

lesiones más características de la EA, cuya presencia es necesaria para el diagnóstico definitivo de 

la enfermedad (Deture & Dickson, 2019). Específicamente, las placas amiloides están formadas 

por agregados fibrilares del péptido β-amiloide (Aβ), que se origina del procesamiento proteolítico 

de la proteína APP (Rak et al., 2007). La patogenicidad de Aβ parece derivarse de una “ganancia 

de función tóxica”, en la que los monómeros del péptido forman agregados que pierden sus 

funciones fisiológicas y generan toxicidad. En este contexto, se ha observado que los oligómeros 

solubles del péptido actúan como los principales agentes patológicos, mientras que los agregados 

insolubles podrían servir como reservorios de oligómeros bioactivos (Bi & Daggett, 2018).  

En general, los mecanismos de toxicidad del péptido Aβ incluyen la desestabilización de 

membranas y la inducción de estrés oxidativo mediante la producción de especies reactivas de 

oxígeno (Reiss et al., 2018). Actualmente, no existe ningún tratamiento efectivo para la EA y los 

fármacos probados hasta el momento han mostrado escasa mejoría cognitiva y no han logrado 

alterar la progresión de la enfermedad, además de estar asociados a la aparición de efectos 

secundarios graves (P. P. Liu et al., 2019). Por lo anterior, el diseño de mutantes de Aβ para su uso 

como inhibidores de la agregación del péptido ha surgido como una alternativa, ya que ofrece la 

posibilidad de una acción específica, con baja toxicidad y efectos clínicos significativos (Estrada 

& Soto, 2006)  

Se ha demostrado que las mutaciones puntuales M35C, A30W y K28A, las cuales se localizan en 

regiones clave en la secuencia aminoacídica para la agregación e inducción de toxicidad del péptido 

Aβ, resultan en una reducción en la citotoxicidad y una disminución de la inducción de estrés 
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oxidativo in vitro en comparación con el péptido Aβ wildtype (WT) (Dai et al., 2007; Estrada & 

Soto, 2006; Yoshiike et al., 2007). Adicionalmente, una co-incubación demostró que las mutantes 

podían desorganizar agregados WT preformados e impedir su agregación de novo (Estrada-

Rodríguez et al., 2019). 

Por otro lado, el nemátodo de vida libre Caenorhabditis elegans es un organismo modelo 

ampliamente utilizado para el estudio de enfermedades neurodegenerativas y para el tamizaje de 

moléculas exógenas con posible actividad terapéutica (Kaletta & Hengartner, 2006). Por lo tanto, 

en este trabajo se buscó confirmar los efectos protectores de los péptidos mutantes A30W, K28A 

y M35C frente a la toxicidad del péptido Aβ WT en C. elegans y determinar algunos de los posibles 

mecanismos implicados en dicha protección.  
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 La enfermedad de Alzheimer 

La demencia es un término general que describe una pérdida de habilidades cognitivas que afecta 

las funciones sociales y ocupacionales, y disminuye la calidad de vida de quien las padece 

(Arvanitakis et al., 2019). Se estima que alrededor de 57 millones de personas viven con demencia, 

cifra que podría alcanzar los 153 millones en el 2050 (Livingston, et al, 2024). En México, 

aproximadamente 1.3 millones de personas padecen demencia y se espera un número de hasta 3.5 

millones para el año 2050 (Gutiérrez-Robledo & Arrieta-Cruz, 2015). El desarrollo de la demencia 

puede deberse a distintas enfermedades o a una lesión cerebral, sin embargo, del 60 al 80% de los 

casos se asocian a la enfermedad de Alzheimer (EA), un desorden neurodegenerativo progresivo e 

irreversible (Association, Alzheimer. Thies, W. and Bleiler, 2013). 

La EA es un trastorno neurodegenerativo progresivo e irreversible. Usualmente, se presenta con 

pérdida de memoria episódica, es decir, de la capacidad de recordar y retener experiencias 

personales recientes. También, se presentan otras deficiencias cognitivas, como problemas de 

atención y razonamiento, además de alteraciones del lenguaje y visoespaciales, y cambios en el 

estado de ánimo y el comportamiento (Atri, 2019; Perera Molligoda Arachchige et al., 2026). Esta 

sintomatología se asocia a la muerte neuronal que se inicia en el tallo cerebral y se extiende hacia 

la corteza entorrinal, las regiones del sistema límbico, como el hipocampo y la amígdala, e incluso 

hacia estructuras corticales. De forma macroscópica se observa una atrofia cortical moderada, un 

agrandamiento de los cuernos frontales y temporales de los ventrículos laterales y una disminución 

del peso del cerebro (Deture & Dickson, 2019; Thal et al., 2025). En una observación microscópica, 

la neurodegeneración en estas zonas se acompaña de la aparición de agregados proteicos. En el 

espacio extracelular se observan placas amiloides formadas por la deposición del péptido β-

amiloide (Aβ), mientras que en el espacio intracelular se observan ovillos neurofibrilares 

compuestos por proteína tau anormalmente hiperfosforilada. La presencia de ambos tipos de 

agregados es necesaria para el diagnóstico de la EA, y su aparición precede la presentación de los 

síntomas hasta por 20 años (Deture & Dickson, 2019). 

El riesgo de desarrollar la EA aumenta con la edad. La enfermedad afecta típicamente a adultos a 

partir de los 65 años. Desde esta edad, el riesgo se duplica cada 5 años, hasta alcanzar el 50% a los 
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85 años. Otros factores no modificables que aumentan el riesgo de la EA incluyen los antecedentes 

familiares, el síndrome de Down y la presencia de variantes genéticas específicas. Por otro lado, 

entre los factores adquiridos que incrementan el riesgo se encuentran las enfermedades 

metabólicas, como la obesidad y la diabetes, las lesiones cerebrales, la depresión, la poca actividad 

física y la baja reserva cognitiva (A. Armstrong, 2019; Atri, 2019). La EA afecta particularmente 

a las mujeres, pues representan dos de cada tres pacientes diagnosticados. Esta vulnerabilidad 

parece estar asociada tanto a factores biológicos, como las hormonas y el metabolismo, como a 

factores sociales, incluyendo la diferencia en el acceso a la educación. Sin embargo, aún falta más 

investigación para entender y atender esta disparidad de género (Lopez-Lee et al., 2024). 

 

2.2 Etiología del Alzheimer 

Desde su primera descripción en 1907 por el médico alemán Alois Alzheimer, se ha buscado 

comprender la causa de la EA. Inicialmente, surgió la hipótesis colinérgica a partir de la 

observación de una pérdida de la señalización de acetilcolina en áreas afectadas del cerebro desde 

etapas tempranas de la enfermedad. Además, esta disfunción colinérgica se correlaciona con el 

grado de deterioro cognitivo (Francis et al., 1999). Sin embargo, otros sistemas de 

neurotransmisores también se encuentran desregulados durante la patología, incluidos los 

glutamatérgico y serotoninérgico, lo que descarta que la patología se deba a la pérdida de un solo 

tipo de señalización. A su vez, las terapias basadas en alguno de estos neurotransmisores han 

demostrado una mejora escasa o nula en la cognición de los pacientes con la EA (Scarano et al., 

2025). 

El estudio de las variantes genéticas asociadas a la EA familiar ha sido uno de los principales focos 

de investigación para esclarecer su etiología. La EA familiar es una forma de inicio temprano de la 

enfermedad, heredada de forma autosómica dominante, que representa el 5% del total de casos. Su 

aparición se relaciona principalmente con mutaciones en los genes PSEN1, PSEN2 y APP. El gen 

APP codifica la proteína precursora de β-amiloide (APP), mientras que los genes PSEN1 y PSEN2 

codifican las presinilinas 1 y 2. Estas tres proteínas forman parte de la vía que conduce a la 

producción del péptido Aβ (Barber, 2012). Por su parte, las personas que acarrean el alelo ε4 del 

gen APOE, presentan un incremento significativo en el riesgo de desarrollar la forma más común 

de la enfermedad, la EA esporádica de inicio tardío. La lipoproteína codificada por el gen APOE 
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tiene la capacidad de unir proteínas amiloides incluyendo el péptido Aβ, y la presencia del alelo ε4 

lleva a un mayor número de placas amiloides en el cerebro de los pacientes (C. C. Liu et al., 2013). 

Una forma adicional de la EA es la observada en el síndrome de Down. El gen APP se localiza en 

el cromosoma 21, por lo que la copia extra provoca un aumento patológico de la cantidad de la 

proteína y del péptido Aβ (Bertram et al., 2010; Piaceri, 2013). 

Estas evidencias genéticas llevaron al desarrollo de la hipótesis de la cascada amiloide, que sitúa 

la producción y acumulación de Aβ en placas amiloides como el evento central de la EA (Hardy & 

Higgins, 1992). Otras observaciones que apoyaron esta hipótesis incluyen el efecto neurotóxico de 

altas concentraciones de agregados de Aβ in vitro (Yankner & Lu, 2009), y el desarrollo de la 

neuropatología típica de la EA en ratones con sobreexpresión de Aβ (Quon et al., 1991). 

Sin embargo, rápidamente surgieron objeciones a esta hipótesis, principalmente debido a la 

presencia de depósitos de Aβ en personas y modelos animales que no presentaban disfunción 

cognitiva (Arriagada et al., 1992; Kametani & Hasegawa, 2018). Esta contradicción resaltó el 

posible papel de otro factor: la proteína Tau. Tau es una proteína asociada a microtúbulos que 

favorece la estabilidad y el transporte a través de los microtúbulos axonales en las neuronas. En la 

EA, se observa una hiperfosforilación de Tau que provoca su disociación de los microtúbulos y su 

acumulación en las neuronas en forma de ovillos neurofibrilares. La aparición de estos agregados 

está tan estrechamente relacionada con la neurodegeneración y la progresión de la disfunción 

cognitiva de la EA que se utiliza para la categorización de las etapas de la enfermedad. Además, la 

acumulación de Tau se observa en otras patologías neurodegenerativas, como la enfermedad de 

Parkinson y la enfermedad de Huntington. Sin embargo, la conexión entre Tau y otros procesos 

patológicos característicos de la EA era poco clara y, al igual que las hipótesis sobre los 

neurotransmisores, los tratamientos cuyo blanco es la proteína Tau han demostrado poca eficacia 

(Cáceres et al., 2023; Kametani & Hasegawa, 2018; J. Yang et al., 2024). 

La hipótesis de la cascada amiloide se reavivó y continúa siendo la más aceptada gracias al 

descubrimiento de los oligómeros de Aβ en cerebros de pacientes (Gong et al., 2003), los cuales 

presentan una alta actividad neurotóxica (Lambert et al., 1998) y, a diferencia de los agregados 

fibrilares, sí correlacionan con el nivel de neurodegeneración (Lue et al., 1999). A su vez, se ha 

demostrado que los oligómeros de Aβ pueden inducir la hiperfosforilación y la agregación de Tau, 

principalmente mediante la activación de cinasas. De forma similar, estos agregados pequeños y 
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solubles de Aβ se han relacionado con la inhibición de receptores colinérgicos y la disminución de 

receptores glutamatérgicos post-sinápticos (Nong et al., 2025)). Aun así, ha surgido debate sobre 

el enfoque en el péptido Aβ, ya que ningún tratamiento desarrollado con base en esta hipótesis ha 

demostrado una gran eficacia (Cáceres et al., 2023). 

 

2.3 Producción del péptido Aβ 

La biogénesis del péptido Aβ comienza con la expresión del gen de la proteína precursora de Aβ 

(APP). APP pertenece a una familia génica que, en mamíferos, también incluye los genes que 

codifican las proteínas similares a APP 1 y 2 (APLP1 y APLP2). Los miembros de esta familia son 

proteínas integrales de membrana con un único paso transmembranal, un gran dominio extracelular 

y una cola citoplasmática corta. Además, presentan motivos conservados de aminoácidos, como 

los dominios E1 y E2, pero únicamente APP presenta la secuencia de Aβ (Bayer et al., 1999; 

O’Brien & Wong, 2011; H. Zheng & Koo, 2006). El gen APP consta de 19 exones que atraviesan 

procesos de empalme alternativo, dando lugar a hasta 8 isoformas distintas. La isoforma de 695 

aminoácidos, APP695, es la más abundante en el cerebro y la más susceptible a producir el péptido 

Aβ (Belyaev et al., 2010; J. Chen et al., 2013). 

En las neuronas, APP se produce en grandes cantidades y se metaboliza rápidamente a través de al 

menos dos vías de procesamiento proteolítico, que dependen en gran medida de su localización 

celular. Inicialmente, APP es sintetizada en el retículo endoplasmático y, a lo largo de la vía 

secretora, es procesada en la red trans del aparato de Golgi (TGN). La vía de procesamiento no 

amiloidogénica, es decir, que no termina en la producción del péptido Aβ, tiene lugar en la 

membrana celular y en la TGN. En esta vía, la α-secretasa, una endoproteasa membranal, corta a 

APP en un sitio interno de la secuencia de Aβ, generando el fragmento N-terminal soluble sAPPα 

y el fragmento membranal C-terminal CTF83. Posteriormente, el fragmento CTF83 es cortado por 

la γ-secretasa, un complejo multiproteico que incluye las presenilinas 1 y 2 (PSEN1 y PSEN2), la 

nicastrina y APH-1, lo que genera los fragmentos p3 y el dominio intracelular de APP AICD 

(O’Brien & Wong, 2011). 

Las moléculas de APP que no fueron procesadas en la membrana celular por la α-secretasa pueden 

ser reinternalizadas en endosomas de reciclaje, e incluso, pueden ser transportadas de regreso al 

TGN (Das et al., 2015; O’Brien & Wong, 2011). En los endosomas, se localiza la β-secretasa o 
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BACE1, una aspartil-proteasa de membrana que media la ruta amiloidogénica al cortar a APP en 

un sitio adyacente a la secuencia de Aβ, generando los fragmentos sAPP-β y CTF99 (Cai & Sesti, 

2009; Cole & Vassar, 2007). El fragmento sAPP-β, al igual que el fragmento sAPPα, es liberado 

al espacio extracelular, mientras que CTF99 es cortado por el complejo γ-secretasa, lo que produce 

el fragmento AICD y el péptido Aβ que es secretado al espacio extracelular (O’Brien & Wong, 

2011). Dependiendo del corte de la γ-secretasa, el tamaño de Aβ puede variar de entre 37 a 43 

aminoácidos (Gasca-Martínez et al., 2026). La isoforma más común es la de 40 aminoácidos 

(Aβ40) que representa del 50 al 70% de Aβ en el líquido cefalorraquídeo, mientras que el 10% 

corresponde Aβ42, la principal isoforma relacionada con la patología de la EA (Qiu et al., 2015). 

Después de su liberación al espacio celular, el péptido Aβ es eliminado a través de múltiples vías, 

incluyendo su fagocitosis por astrocitos o microglía, su transporte a través de la barrera 

hematoencefálica hacia la circulación sanguínea, por la acción de enzimas de degradación como la 

neprilisina, la enzima degradadora de insulina, la metaloproteinasa de matriz 9 y la 

carboxipeptidasa de glutamato II, o mediante su reinternalización y degradación mediante 

autofagia (Bates et al., 2009; Yoon & Jo, 2012). 

La producción de Aβ es importante para la función del sistema nervioso, pues se ha observado que 

su inhibición conduce a la muerte neuronal. En bajas concentraciones, Aβ coopera con la 

señalización neuronal al favorecer la potenciación a largo plazo (LTP), lo que mejora la plasticidad 

y los procesos de aprendizaje y memoria (Brothers et al., 2018; Morley et al., 2019). A su vez, se 

ha observado que los agregados del péptido Aβ ejercen efectos antimicrobianos y contribuyen al 

sellado de las fugas en la barrera hematoencefálica (Brothers et al., 2018). Sin embargo, en la EA 

se observa un aumento de la concentración de Aβ, y en particular de Aβ42, por encima de los 

niveles normales, debido a un incremento de su producción o a una disminución de su eliminación. 

Este aumento facilita la agregación del péptido en oligómeros y agregados solubles que son tóxicos 

y median la patología de la enfermedad (Schreiner et al., 2023). 

 

2.4 Estructura y agregación del péptido Aβ 

En condiciones patológicas, el péptido Aβ desencadena un proceso complejo de autoagregación. 

Se suelen identificar al menos tres etapas en el proceso: nucleación primaria, elongación y 

nucleación secundaria. En la nucleación primaria, los monómeros de Aβ pierden su estructura 
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nativa y se asocian entre sí para formar agregados solubles de bajo peso molecular. Durante el 

proceso de elongación, se añaden monómeros al núcleo ya formado, lo que conduce al crecimiento 

de estructuras fibrilares. Finalmente, en la nucleación secundaria, se cataliza la formación de 

nuevos agregados en la superficie de los agregados previamente formados (Giorgetti et al., 2018). 

De forma nativa, los monómeros de Aβ presentan una estructura parcialmente desplegada con al 

menos una hélice α entre los residuos 13 y 23, y un giro β entre los residuos 21 y 30 flanqueado 

por dos regiones hidrofóbicas con alta tendencia a formar estructuras de láminas β. El aumento del 

contenido de láminas β en el monómero precede a la formación de los núcleos de agregación. Esta 

transformación es facilitada por el giro β al permitir el contacto entre el extremo carboxilo terminal 

y las regiones hidrofóbicas del péptido (Y. Lin et al., 2019; Vivekanandan et al., 2011; M. Yang & 

Teplow, 2008). A su vez, se ha observado que la cinética del proceso de agregación depende de la 

longitud del extremo C-terminal y de la estabilidad del monómero (Jarrett et al., 1993; Ni et al., 

2011). En particular, los dos residuos hidrofóbicos adicionales presentes en Aβ42, en comparación 

con Aβ40, inducen un cambio hacia una estructura de lámina β más estable, lo que se traduce en 

una mayor tendencia a la agregación (Jarrett et al., 1993; Ni et al., 2011; Vivekanandan et al., 2011; 

M. Yang & Teplow, 2008). Una vez iniciada la nucleación primaria, se forman oligómeros solubles 

de Aβ. Estos presentan una naturaleza transitoria, dinámica y heterogénea, así como tamaños que 

van desde trímeros y tetrámeros hasta dodecámeros. Por un lado, imágenes de microscopía 

electrónica y de fuerza atómica muestran partículas esféricas de entre 3 a 10 nm, que desaparecen 

con la aparición de fibrillas maduras. A su vez, se ha observado que estos oligómeros pueden ser 

identificados mediante la unión del anticuerpo A11, el cual es dependiente de conformación 

(Glabe, 2008). Es probable que tanto el anticuerpo A11 como los oligómeros adopten una 

estructura de lámina α en la que los grupos amino y carbonilo del enlace peptídico se disponen en 

lados opuestos (Bi & Daggett, 2018; Shea et al., 2019). 

Una vez iniciado el proceso de elongación, los oligómeros solubles dan lugar a fibrillas de Aβ. Los 

agregados fibrilares deben su estabilidad a las interacciones entre aminoácidos específicos de los 

monómeros de Aβ. Específicamente, las secuencias hidrofóbicas previamente mencionadas 

presentan una estructura de lámina-β con el extremo C-terminal plegado hacia el N-terminal en una 

característica estructura β-giro-β. A su vez, estos péptidos adoptan una estructura de cross-β, en la 

cual las cadenas de lámina β se disponen perpendicularmente al eje de la fibra, mientras que los 
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puentes de hidrógeno intramoleculares se disponen de forma paralela a dicho eje. Debido a su 

tendencia incrementada a formar láminas-β, la variante Aβ42 es la más abundante en las placas 

amiloides, presentando una máxima protección de grupos hidrofóbicos en comparación con Aβ40 

(Ahmed et al., 2010; G. F. Chen et al., 2017; Sunde & Blake, 1998). 

 

2.5 Toxicidad del péptido Aβ 

Como se mencionó anteriormente, el péptido Aβ desempeña funciones fisiológicas importantes, 

por lo que se ha sugerido que su patogenicidad se debe a una “ganancia de función tóxica”, en la 

que los monómeros neuroprotectores forman agregados tóxicos. Actualmente se considera a los 

oligómeros solubles como los principales agentes patológicos en la EA (Bi & Daggett, 2018; Reiss 

et al., 2018). Por su parte, las placas amiloides o agregados insolubles inducen toxicidad en 

neuronas cercanas (Tsai et al., 2004). Además, podrían actuar como reservorios de oligómeros 

bioactivos o disminuir su toxicidad al secuestrarlos y mantenerlos inertes (Bi & Daggett, 2018; 

Reiss et al., 2018). 

Se han descrito múltiples mecanismos de toxicidad, lo que refleja directamente la variabilidad de 

las estructuras de los oligómeros de Aβ. Gran parte de estos mecanismos involucra la interacción 

con membranas. Los oligómeros son capaces de desestabilizar la membrana celular al formar poros 

que actúan como canales iónicos y al unirse a lípidos específicos, lo que induce su remoción de la 

membrana (Mrdenovic et al., 2022; Reiss et al., 2018). A su vez, Aβ es capaz de ingresar a la 

mitocondria, donde interviene en la cadena transportadora de electrones, interrumpe el 

metabolismo, interfiere directamente con la fusión y la fisión, desestabiliza la homeostasis del 

calcio e induce la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) (de la Cueva et al., 2022; 

Reiss et al., 2018). De forma similar, se ha reportado que el péptido es capaz de inducir un aumento 

en la autofagia y, aunque inicialmente Aβ puede ser degradado mediante este proceso, durante la 

EA se observa una disfunción en la maduración de los autofagosomas lo que contribuye a la 

producción de Aβ. Sin embargo, no es claro si el péptido juega un papel directo en la alteración de 

la autofagia o si es consecuencia de otro proceso patológico (Cardoso et al., 2010). 

El estrés oxidativo es otro de los mecanismos de toxicidad característicos de los agregados de Aβ. 

El péptido es capaz de interaccionar con metales como el hierro (Fe), el cobre (Cu) y el zinc (Zn), 

a través de residuos de aminoácidos específicos, incluyendo las histidinas 6, 13 y 14, y la metionina 
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35. Durante la patología, estos compuestos metal-Aβ llevan a la producción de especies reactivas 

de oxígeno (ROS), a su vez, los metales son capaces de oxidar los residuos con los que interactúan 

generando radicales cationes (Cheignon et al., 2018). 

 

2.6 Inhibidores de la agregación de Aβ  

Debido a los mecanismos de toxicidad previamente descritos de los oligómeros y las placas 

amiloides de Aβ, una de las principales estrategias para el desarrollo de tratamientos consiste en 

inhibir la agregación del péptido. En 1976 se observó que la unión del colorante rojo Congo inhibía 

la agregación de Aβ en fibrillas y la neurotoxicidad de los agregados fibrilares preexistentes 

(Lorenzo & Yankner, 1994). Otros compuestos, como polifenoles (Porat et al., 2006) y melatonina 

(Pappolla et al., 1998), han demostrado interferir con la conversión de Aβ en estructuras de láminas 

β evitando su efecto neurotóxico. Sin embargo, el uso de estas moléculas se ha visto limitado por 

su falta de especificidad y por el escaso conocimiento de su mecanismo de acción (Barage & 

Sonawane, 2015). Otra estrategia consiste en el desarrollo de anticuerpos monoclonales capaces de 

unirse a oligómeros y agregados fibrilares de Aβ. Siguiendo esta línea, los fármacos Gantenerumab 

y Solanezumab, anticuerpos monoclonales, fueron evaluados en estudios clínicos de fase III en el 

2017 encontrándose que ninguno de los dos era capaz de generar efectos clínicos significativos 

(Honig et al., 2018; Ostrowitzki et al., 2017). En 2021 la Administración de Medicamentos y 

Alimentos (FDA) de los Estados Unidos otorgó una aprobación por la vía acelerada del anticuerpo 

monoclonal Aducanumab, el cuál es específico de oligómeros y agregados fibrilares de Aβ. Sin 

embargo, los ensayos fase III realizados no demostraron suficiente evidencia de un beneficio 

clínico significativo y el fármaco fue posteriormente descontinuado por la farmacéutica (FDA, 

2021; Walsh, et al. 2021; Qi, et al., 2024). Otros dos anticuerpos monoclonales han sido aprobados 

por la FDA para su uso en el tratamiento de la AD: donanemab que reconoce específicamente 

variantes de Aβ con extremos amino truncos y lecanemab que es específico de protofibrillas de Aβ 

(Qi, et al., 2024). Este último también recibió la aprobación por parte de la Comisión Federal para 

la Protección contra Riesgos Sanitarios (Cofepris) para su uso en México (Gobierno de México, 

2024).  

En 1996, Tjernberg y colaboradores encontraron que el fragmento de Aβ KLVFF era capaz de 

unirse al péptido íntegro y de prevenir su agregación en fibrillas, demostrando la importancia de 
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esta secuencia en el proceso de autorreconocimiento y autoagregación de Aβ (Tjernberg et al., 

1999). Esto llevó al diseño de inhibidores a partir del propio péptido Aβ que contenían la secuencia 

de reconocimiento y modificaciones que generaban cambios conformacionales y estéricos para 

interferir con las interacciones necesarias para la agregación (Matharu et al., 2010). Recientemente, 

en un estudio con la variante de Aβ-40 con las mutaciones F19D y L34P encontraron que es capaz 

de disminuir el número de placas amiloides en ratones mediante su expresión utilizando un vector 

de virus adenoasociado; sin embargo, no se evaluó la mejora cognitiva del modelo ni los síntomas 

asociados (K. W. Park et al., 2021).   

Anteriormente, se reportó que la sustitución de residuos básicos por residuos hidrofóbicos en las 

mutaciones puntuales R5A, K16A y K28A disminuye la agregación y la citotoxicidad del péptido 

al alterar las regiones de carga positiva que se forman en la superficie de los agregados de Aβ 

(Yoshiike et al., 2007). Específicamente, la mutación K28A parece estabilizar la conformación 

nativa del monómero de Aβ-42 incrementando el contenido de estructuras de hélice-α (Shuaib et 

al., 2020). A su vez, la sustitución del residuo de metionina 35 por cisteína, que participa en la 

inducción del estrés oxidativo, ha demostrado reducir la toxicidad del péptido sin alterar su 

capacidad de agregación (Dai et al., 2007). De forma similar, en el grupo de trabajo se diseñó la 

sustitución de la alanina 30 por triptófano, ya que este residuo se ubica en el núcleo hidrofóbico de 

una lámina β del péptido Aβ. En esta variante, la mutación A30W induce un impedimento estérico 

que desestabiliza los agregados fibrilares. Por lo tanto, se evaluaron in vitro los tres péptidos 

derivados del péptido Aβ42 con las sustituciones A30W, K28A y M35C. En estos experimentos se 

observó que las tres variantes podían desorganizar y prevenir la agregación del péptido Aβ42 WT 

y que, en particular, las mutantes K28A y M35C perdieron su actividad citotóxica. Sin embargo, 

las mutantes presentaron la formación de estructuras fibrilares similares a las del péptido WT, sin 

correlación entre la citotoxicidad y la capacidad de agregación (Estrada-Rodríguez et al., 2019) 

 

2.7 Caenorhabditis elegans: descripción general  

Caenorhabditis elegans es un nemátodo de vida libre, pequeño y transparente encontrado en 

ecosistemas terrestres, acuáticos, y actualmente en múltiples laboratorios alrededor del mundo. Su 

establecimiento como organismo modelo comenzó en la década de 1940 gracias a los trabajos de 
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Victor M. Nigon y Ellsworth C. Dougherty, y se solidificó con las extensas descripciones genéticas 

realizadas por Sydney Brenner (Brenner, 1974; Ferris & Hieb, 2015). 

Entre las características que han llevado al nemátodo a ser uno de los modelos más utilizados 

destacan su fácil mantenimiento y su ciclo de vida corto. Las distintas cepas de C. elegans suelen 

cultivarse en cajas de cultivo con agar, inoculadas con Escherichia coli como fuente de nutrientes. 

Se distinguen dos sexos: machos y hermafroditas, siendo estos últimos capaces de reproducirse con 

machos o autofertilizarse. Un solo gusano hermafrodita puede poblar una caja echa con alrededor 

de 300 huevos. Después de eclosionar, los nemátodos atraviesan cuatro estadios larvarios (L1, L2, 

L3 y L4) y alcanzan la adultez en tan solo 3 días en una temperatura de 25 °C (Corsi et al., 2015; 

Meneely et al., 2019). 

El grado de similitud de C. elegans con los organismos superiores ha permitido su uso 

específicamente para el modelado de diversas enfermedades. Aproximadamente el 83% de su 

proteoma tiene ortólogos potenciales en el humano, mientras que cerca del 53% del genoma 

codificante humano tiene un ortólogo reconocible en el nemátodo (Kim et al., 2018; Lai et al., 

2000). Además, el mapeo completo de su sistema nervioso ha posibilitado su aplicación al estudio 

de las enfermedades neurodegenerativas (Sheppard et al., 1986). 

 

2.8 Estudio de la patología de Aβ en C. elegans 

El nemátodo cuenta con el gen relacionado a APP apl-1, el cuál codifica la proteína APL-1. Al 

igual que su contraparte humana, APL-1 presenta los dominios extracelulares E1 y E2 y una 

pequeña cola citoplasmática, que comparten 46%, 49% y 71% de similitud con APP, 

respectivamente. Sin embargo, a diferencia de APP, APL-1 no contiene la secuencia de Aβ. 

Adicionalmente, no se ha identificado actividad de β-secretasa en el nemátodo, lo que descarta la 

producción endógena del péptido Aβ (Hornsten et al., 2007). Por lo tanto, para el estudio de la 

toxicidad amiloide en C. elegans se han desarrollado múltiples cepas transgénicas que expresan 

Aβ humano.  

En 1995 Christopher D. Link generó la cepa CL2006, mediante la integración de la secuencia de 

Aβ42 bajo regulación del promotor específico de músculo unc-54. Debido a esta expresión de Aβ42 

muscular, los nemátodos CL2006 presentan la formación de depósitos amiloides detectables 
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mediante distintas tinciones, y un fenotipo progresivo de parálisis (Link, 1995). Más tarde, el 

mismo grupo de investigación desarrolló la cepa CL4176 que expresa Aβ42 muscular de forma 

dependiente de la temperatura. CL4176 exhibe un fenotipo más agudo que CL2006, quedando 

paralizados 32 horas después de la inducción por temperatura, lo que resulta en la muerte de los 

nemátodos antes de la detección de agregados amiloides (Drake et al., 2003). Estas cepas han sido 

ampliamente utilizadas para evaluar moléculas con posible efecto terapéutico. La administración 

de las moléculas candidatas en el medio y la determinación de su efecto sobre la parálisis permiten 

seleccionar rápidamente aquellas con mayor potencial terapéutico (Lublin & Link, 2013). Sin 

embargo, la expresión de Aβ en el músculo no recapitula su papel en la neurodegeneración 

observada en la EA. En la cepa CL2355, la expresión neuronal de Aβ42 induce la formación de 

agregados en el sistema nervioso. Estos nemátodos muestran una disfunción de la quimiotaxis, 

sensibilidad a la serotonina exógena y alteraciones en comportamientos asociados al aprendizaje 

(Dosanjh et al., 2010; Wu et al., 2006). 

Estas cepas y otras similares se han utilizado para replicar y estudiar distintas características de la 

patología observadas en pacientes con la EA. Por un lado, se ha confirmado la toxicidad de los 

oligómeros de Aβ en los gusanos. En la cepa transgénica GMC101 se encontró que el mayor 

deterioro en la movilidad se asocia principalmente a la detección de oligómeros de Aβ1-42 (Aprile 

et al., 2020). De forma similar, en la cepa CL2006 se observó que los oligómeros, mas no las 

especies de alto peso molecular, correlacionaban con la toxicidad de Aβ1-42 (Cohen et al., 2006). 

De igual forma, oligómeros formados a partir de la incubación de Aβ1-42 monomérico provocan una 

reducción del bombeo faríngeo en nemátodos silvestres (Stravalaci et al., 2012). 

A su vez, la desregulación del proceso de autofagia como parte de la patología amiloide en los 

modelos de C. elegans. Esta desregulación se evidencia en las observaciones de una acumulación 

de autofagosomas en las cepas Cl4176, GMC101 y JKM7 con expresión de Aβ en tejido muscular 

(Florez-McClure et al., 2007; Gallrein et al., 2021; H. Lin et al., 2022). Específicamente en la cepa 

CL4176, se encontró que estos autofagosomas correspondían a diferentes etapas de maduración y 

que su acumulación se exacerbaba al inhibir la acidificación de los lisosomas (Florez-McClure et 

al., 2007). Aun así, en la cepa GMC101 se observa que la desregulación de la autofagia no se debe 

a una reducción a la acidez lisosomal y, por el contrario, la expresión de Aβ resulta en un 

incremento en la actividad y la acidificación de los lisosomas. En estos nemátodos, la acumulación 
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de autofagosomas parece estar asociada a una disminución de la transcripción de genes de fusión 

(H. Lin et al., 2022). Por su parte, en los gusanos JKM7 se encontró que los autofagosomas 

acumulados presentaban defectos en el cierre de membrana (Gallrein et al., 2021). 

Por otro lado, en una cepa con expresión de Aβ42 únicamente en un par de neuronas sensoriales 

glutamatérgicas denominadas neuronas BAG muestra una sobreexcitación de estas, similar a la 

hiperactivación neuronal observada en cerebros con la EA (Sinnige et al., 2019). De forma similar, 

un grupo de trabajo pudo monitorear in vivo la agregación de Aβ42 en el nemátodo mediante la 

expresión del péptido con un marcaje fluorescente subestequiométrico. En estos gusanos observó 

la acumulación de anfisomas, la formación de poros membranales, y una pérdida de neuronas 

colinérgicas, lo que se correlaciona con las observaciones en humanos (Gallrein et al., 2021). Estos 

trabajos confirman la relevancia del uso de C. elegans como modelo de la EA. 

 

2.9 Caenorhabditis elegans para el estudio de tratamientos contra Aβ 

Las diferentes cepas transgénicas de C. elegans ya descritas han sido ampliamente utilizadas para 

evaluar la capacidad de diversas moléculas de inhibir la agregación y la toxicidad de Aβ (X. Chen 

et al., 2015). Entre estos, el tratamiento con gliciteína, una isoflavina derivada de la soya, logró 

disminuir los agregados amiloides en nemátodos CL2006, y retrasar el establecimiento de la 

parálisis en esta cepa y la CL4176 que expresan Aβ-42 muscular. Este efecto se asoció a la 

actividad antioxidante de la gliciteína al disminuir los niveles de ROS en los gusanos tratados 

(Gutierrez-Zepeda et al., 2005). El extracto EGb 761 del árbol Ginkgo biloba retrasó el fenotipo de 

parálisis, disminuyó los niveles de ROS, y redujo la formación de oligómeros y agregados 

insolubles en estas cepas. Además, EGb 761 demostró actividad neuroprotectora al normalizar el 

índice de quimiotaxis en la cepa CL2355 que expresa Aβ-42 en neuronas (Wu et al., 2006). El 

extracto de Ginkgo suele utilizarse como medicina alternativa en el manejo de AD y algunos 

estudios han encontrado asociación a la mejora de los síntomas de la demencia (Ihl, 2012; Janßen 

et al., 2010). Recién se identificó un compuesto similar derivado del pepino de mar, Cucumaria 

frondosa, cuya evaluación en C. elegans mostró una actividad terapéutica superior a la de los 

compuestos de Ginkgo (Tangrodchanapong et al., 2020). De forma similar, la fluoxetina, un 

antidepresivo de la clase de inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (SSRIs), mostró 

un retraso del fenotipo de parálisis y una reducción en la concentración de oligómeros en los 
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nemátodos (Keowkase et al., 2010), así como una asociación con niveles bajos de Aβ y con la 

mejora de la actividad cognitiva en pacientes con AD (Liu et al., 2019).Otras moléculas que 

mejoran la patología amiloide en C. elegans incluyen la cafeína, el ácido tánico, la bacitracina, la 

oleuropeína, la rifampicina, el ácido ferúlico, la tioflavina, la metformina, el litio, la curcumina y 

el extracto butanólico de Hedyotis difusa (X. Chen et al., 2015; DanQing et al., 2020; Teo et al., 

2020). Por otro lado, también se han probado péptidos con un posible efecto terapéutico. Entre 

estos, el péptido resistente al calor (SVHRP) purificado a partir de veneno del escorpión Buthus 

martensii, y el péptido 13L derivado de la cocoa, fueron capaces de disminuir la parálisis, reducir 

la presencia de oligómeros de Aβ y mantener niveles bajos de ROS (Monto et al., 2013; X. G. 

Zhang et al., 2016). Sin embargo, hasta el momento no hay reportes sobre la evaluación de variantes 

del péptido Aβ en el nemátodo.  

Por lo tanto, en el grupo de trabajo se evaluaron los efectos de las mutantes de Aβ-42: A30W, 

K28A y M35C en C. elegans. Se realizaron ensayos de viabilidad en la cepa N2 para evaluar la 

toxicidad de los péptidos a distintas concentraciones; y posteriormente, se monitoreo y la 

progresión de parálisis de la cepa CL2006. El tratamiento de nemátodos de la cepa N2 demostró 

que los péptidos mutantes no son tóxicos para C. elegans a las concentraciones de 15, 25 y 40 µM, 

y, por el contrario, generaron una extensión en la vida media. De igual forma, la administración de 

los tres péptidos mutantes a nemátodos de la cepa CL2006 retrasó el tiempo medio de desarrollo 

del fenotipo de parálisis asociado a la expresión muscular de Aβ42. Este fenotipo se ha asociado 

con la inducción del estrés oxidativo por Aβ42, lo que se refleja en un alto porcentaje de 

carbonilación de proteínas (Yatin et al., 1999), lo cual sugiere que los péptidos mutantes son 

capaces de ejercer una actividad antioxidante. Por otro lado, algunos autores han señalado que 

sustancias identificadas por su capacidad de mejorar el fenotipo de parálisis también logran 

prolongar la viabilidad de nemátodos WT mediante su interacción con distintas vías (Lublin & 

Link, 2013). Estos resultados indican que los péptidos A30W, K28A y M35C mejoran algunos de 

los fenotipos relacionados a la expresión y agregación de Aβ en C. elegans. Debido a esto, en este 

trabajo se buscó confirmar los efectos protectores de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C 

frente a la toxicidad del péptido Aβ42 en C. elegans y determinar algunos de los posibles 

mecanismos implicados en dicha protección. 
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3. JUSTIFICACIÓN  

 

La causa más común de demencia en la población adulta mayor es la enfermedad de Alzheimer. A 

pesar de que el número de casos aumenta cada año, hasta ahora no existe ninguna terapia eficaz 

para prevenir o revertir el daño en el sistema nervioso. Según la hipótesis de la cascada amiloide, 

el evento principal de la enfermedad es la aparición de agregados tóxicos de Aβ debido a una 

desregulación de la producción y la eliminación del péptido, lo que conduce a su agregación. Por 

ello, evitar este proceso ha surgido como objetivo en el desarrollo de estrategias terapéuticas para 

la EA. Caenorhabditis elegans es un organismo ampliamente utilizado para el modelado de 

enfermedades neurodegenerativas, lo que facilita su uso como modelo in vivo para estudiar la 

inhibición de la agregación del péptido Aβ. Previamente, el tratamiento con nemátodos WT 

demostró que los péptidos mutantes no son tóxicos para C. elegans. De forma similar, en cepas 

transgénicas el tratamiento mejoró fenotipos de parálisis y quimiotaxis asociados a la expresión del 

péptido Aβ WT. Lo anterior sugiere que las mutantes A30W, K28A y M35C ejercen un efecto 

protector frente a la toxicidad de Aβ in vivo. Por lo tanto, en este trabajo se buscó confirmar los 

efectos protectores de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C frente a la toxicidad del péptido 

Aβ en C. elegans y determinar algunos de los posibles mecanismos implicados en dicha protección. 
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4. HIPÓTESIS 

 

Los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C presentan mecanismos de protección contra la 

toxicidad del péptido β-amiloide, mejorando fenotipos asociados a la expresión de Aβ en C. 

elegans. 
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5. OBJETIVOS  

 

5.1 Objetivo General  

Evaluar el efecto de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C en fenotipos asociados a la 

expresión el péptido β-amiloide en C. elegans y sus posibles mecanismos de protección contra la 

toxicidad de Aβ.  

 

5.2 Objetivos específicos  

1. Evaluar el efecto de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C sobre rasgos fisiológicos y del 

comportamiento asociados a la expresión de Aβ WT en cepas transgénicas de C. elegans.  

2. Estudiar los cambios en la agregación, estrés oxidativo y homeostasis del calcio después del 

tratamiento con los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C en cepas transgénicas de C. elegans 

con expresión de Aβ WT.  

3. Evaluar cambios en factores de la respuesta inmune innata por las mutantes A30W, K28A y 

M35C en cepas transgénicas de C. elegans con expresión de Aβ WT. 

 

 



   
 

22 
 

6. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

6.1 Plásmidos 

Las secuencias que codifican para Aβ-42 y cada una de las mutantes A30W, K28A y M35C 

optimizadas al uso de codones de E. coli fueron sintetizadas y clonadas al vector pET3a entre los 

sitios NdeI y BamHI por Gene Universal (Newark, DE, EE. UU.). Los plásmidos liofilizados 

obtenidos de la empresa fueron resuspendidos en de H2O miliQ y se amplificaron mediante la 

transformación de bacterias calciocompetentes TOP10 siguiendo el protocolo establecido de 

choque térmico (Ausubel et al., 2003; Hanahan & Harbor, 1983). Brevemente se mezcló 1 ng con 

100 μL de bacterias calciocompetentes en un tubo Eppendorf de 1.7 mL y se incubó durante 30 

min en hielo. Posteriormente, se realizó el choque térmico introduciendo el tubo en agua a 42ºC 

por 1 min y rápidamente se regresó a incubación en hielo durante 5 min. Pasado este tiempo se 

añadió 200 μL de medio LB (Luria Bertani, Teknova) y se incubó a 37°C por 1 h a 200 rpm. 

Finalmente, las bacterias se inocularon en placas Petri preparadas con agar LB y suplementadas 

con ampicilina a una concentración de 100 µg/mL.  

 

6.2 Cepas de C. elegans 

Las cepas de C. elegans utilizadas en este trabajo se adquirieron del Caenorhabditis Genetics 

Center de la Universidad de Minnesota (Minneapolis, MN, EE. UU.) incluyendo la cepa N2 Bristol 

de fenotipo wildtype (WT), las cepas CL2006 y CL4176 que expresan Aβ WT en tejido muscular, 

y su cepa control CL802, la cepa transgénica HBR4 que expresa un indicador de calcio; la cepa 

transgénica, AMH43 que expresa LGG-1, un marcador específico de autofagosomas, fusionado a 

GFP; y la cepa transgénica TJ356 que expresa el factor de transcripción Daf16 marcado con GFP 

(tabla 1).  

Tabla 1. Cepas de Caenorhabditis elegans. 

Cepa Genotipo Descripción 

N2 wildtype (WT) Cepa silvestre de la variante Bristol 
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CL2006 

dvIs2 [pCL12(unc-54/human A-

Beta(1-42) minigene) + rol-

6(su1006)] 

Expresión constitutiva del péptido Aβ-42 

humano en células musculares. Desarrolla un 

fenotipo progresivo de parálisis. 

CL4176 

dvIs27 [myo-3p::A-Beta (1-

42)::let-851 3'UTR) + rol-

6(su1006)] X 

Expresión muscular del péptido Aβ-42 

humano inducida por aumento de 

temperatura de 15 a 20°C. Desarrolla un 

fenotipo de parálisis severa. 

CL802 smg-1(cc546) I; rol-6(su1006) II 
Control para las cepas CL2006 y CL4176. 

Presenta fenotipo silvestre. 

HBR4 

goeIs3 [myo-

3p::SL1::GCamP3.35::SL2::unc54 

3'UTR + unc-119(+)] 

Expresión del indicador de calcio GCaMP3 

en tejido muscular. 

AMH43 
adIs2122 [lgg-1p::GFP::lgg-1 + 

rol-6(su1006)] 

Expresión de LGG-1 marcado con la 

proteína fluorescente verde GFP. 

TJ356 
zIs356 [daf-16p::daf 16a/b::GFP + 

rol-6(su1006)] 

Expresión de Daf16 marcado con la proteína 

fluorescente verde GFP. 

 

6.3 Mantenimiento de nemátodos 

Se utilizaron condiciones estándar para el manejo y mantenimiento de las cepas. En un matraz con 

50 mL de medio LB se creció un inóculo de Escherichia coli OP50 a 37°C en agitación por 16 

horas o hasta alcanzar una densidad óptica (O.D.) igual a uno. Con el cultivo obtenido se inocularon 

placas Petri de 60 mm preparadas con medio de crecimiento de nemátodos (Nematode Growth 

Media NGM; NaCl 2 g/L, triptona 4 g/L, KH2PO4 3 g/L, K2HPO4 0.5 g/L, agar 20 g/L, colesterol 

5.2 µM) y se dejaron secar por al menos dos horas. Los nemátodos se crecieron colocando las 

placas en incubadoras Digital Mini Incubator (Gilson, EE. UU.) a una temperatura de 15°C.   

 

6.4 Expresión de péptidos, y sincronización y tratamiento de nemátodos 

Las bacterias calciocompetentes de la cepa BL21 (DE3) pLysS fueron transformadas con cada 

vector de acuerdo con el protocolo de choque térmico descrito anteriormente. Para el tratamiento 

de los nemátodos, los cultivos de E. coli transformada fueron inoculados en tubos con medio LB 

suplementado con ampicilina (100 µg/mL) y cloranfenicol (30 µg/mL) e incubados a 37°C en 

agitación hasta por 16 horas o hasta alcanzar una densidad óptica igual a uno. Posteriormente, cada 

cultivo fue diluido con medio LB fresco hasta una O.D. de 0.5 y suplementado con isopropil-ß-D-

tiogalactopiranosido (IPTG) para inducir la expresión de los péptidos durante 4 h manteniendo la 
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incubación a 37°C en agitación. Finalmente, placas Petri con agar NGM se inocularon con 100 µL 

del cultivo y se dejaron secar. 

Para los experimentos, se colocaron alrededor de 10 nemátodos hermafrodita adultos en las placas 

con tratamiento y se dejaron durante 4 a 5 horas para obtener huevos de aproximadamente la misma 

edad. Posteriormente, se retiraron todos los nemátodos adultos y se incubaron los huevos hasta su 

eclosión o de acuerdo con cada procedimiento.  

 

6.5 Efecto de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C sobre rasgos fisiológicos y del 

comportamiento. 

 

6.5.1 Ensayos de viabilidad 

Se realizaron ensayos de viabilidad de acuerdo con la metodología ya establecida (Park et al., 

2017). Nemátodos de la cepa muscular CL2006 y de la cepa control CL802 fueron expuestos desde 

huevos al tratamiento con los péptidos A30W, K28A, M35C y WT, así como al vector pET3a vacío 

como control. Se utilizaron tres repeticiones para cada grupo experimental con al menos 30 

nemátodos por placa. Los nemátodos se mantuvieron en incubación a 16°C y, una vez que 

alcanzaron la etapa larvaria L4, cada placa fue examinada diariamente bajo el estereoscopio para 

contabilizar el número de nemátodos vivos y muertos. Los nemátodos fueron transferidos a placas 

nuevas con tratamiento fresco cada dos días durante su etapa reproductiva. Posteriormente, se 

suplementaron con cultivo fresco cada dos días y se transfirieron a placas nuevas cada semana.  

 

6.5.2 Ensayos de parálisis 

Se realizaron ensayos sobre el establecimiento de un fenotipo de parálisis siguiendo la metodología 

ya reportada (A. Yang et al., 2017). Nemátodos de la cepa muscular CL4176 y de la cepa control 

CL802 fueron expuestos desde huevos al tratamiento con los péptidos A30W, K28A, M35C y WT, 

así como al vector pET3a vacío como control.  

Se utilizaron cinco repeticiones por grupo experimental, con al menos 30 nemátodos por placa. 

Una vez que los nemátodos alcanzaron el estadio larvario L4 se subió la temperatura de incubación 

de 15°C a 25°C para inducir la expresión del péptido Aβ. A partir de las 24 h después del aumento 
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de la temperatura y cada 2 h se examinaron las placas bajo el estereoscopio para contabilizar el 

número de nemátodos paralizados, es decir, aquellos que presentaban un movimiento mínimo al 

estímulo con un asa de platino.  

 

6.5.3 Tasa de progenie 

Para evaluar el posible efecto de las mutantes sobre la fecundidad de C. elegans, 10 nemátodos L4 

de las cepas CL2006 y CL802 expuestos a los tratamientos mencionados anteriormente fueron 

colocados en placas con el tratamiento fresco. Diariamente, los adultos fueron transferidos a una 

placa nueva y se contabilizaron el número de huevos y larvas de la placa anterior. Se realizaron 

tres repeticiones por grupo experimental. 

 

6.6 Mecanismos de protección de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C contra la 

toxicidad Aβ 

 

6.6.1 Tinción de agregados de Aβ 

Para evaluar la agregación del péptido Aβ en respuesta al tratamiento con los péptidos, se utilizaron 

nemátodos de las cepas CL2006 y CL802 expuestos a los tratamientos ya descritos. A los 5 días 

de vida, los nemátodos se recuperaron y lavaron utilizando buffer M9, y se tiñeron en 1 mL de 

tioflavina S (THS) a 0.125% diluida en etanol al 70% durante 1 h en agitación. Posteriormente, se 

realizaron lavados sucesivos con etanol al 70% para eliminar el exceso de tioflavina. Finalmente, 

los nemátodos se colocaron en gotas en un portaobjetos, se añadió medio de montaje y se colocó 

un cubreobjetos. Se obtuvieron imágenes utilizando un microscopio de fluorescencia Zeiss 

Imager.A2 acoplado con una cámara AxioCam MRc. Se contabilizó el número de agregados en las 

cabezas de los nemátodos.   

 

6.6.2 Estrés oxidativo 

Para evaluar el posible efecto de las mutantes en la inducción de estrés oxidativo se utilizaron 

nemátodos de la cepa CL4176 y CL802 expuestos a los tratamientos ya descritos. Las placas se 

mantuvieron a 15°C y, una vez que los nemátodos alcanzaron el estadio larvario L4, se subió la 
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temperatura de incubación a 25°C para inducir la expresión del péptido Aβ. Los nemátodos se 

recolectaron y lavaron con buffer fosfato (PBS), y se transfirieron aproximadamente 50 nemátodos 

por pozo a una placa de 96 pozos conteniendo 200 µL de PBS, Tween-20 0.01% y H2DCF-DA 50 

mM. La fluorescencia a una longitud de onda de 485 nm de excitación y 530 nm de emisión se 

midió cada 30 minutos por 2.5 horas en un lector de placas GloMax Promega. 

 

6.6.3 Fugas de calcio 

Para evaluar el posible efecto de las mutantes en la homeostasis de calcio se realizó una cruza entre 

la cepa HBR4 que expresa el indicador de calcio GCaMP3 en tejido muscular y las cepas con 

expresión de Aβ. Se generaron machos HBR4 colocando nemátodos hermafrodita a 34°C durante 

4 horas. Posteriormente, se colocaron de 7 a 10 machos HBR4 con 1 a 3 hermafroditas jóvenes 

CL4176 en una placa. De la progenie resultante se aislaron nemátodos hermafrodita que contenían 

el marcador roller correspondiente a las cepas de Aβ y la señal fluorescente correspondiente a la 

cepa HBR4. Una vez obtenida la cruza estable, los nemátodos se expusieron a los tratamientos ya 

descritos, se incubaron a 15°C, y se subió la temperatura a 25°C al alcanzar la etapa larvaria L4. 

Para la visualización de la señal de calcio, 36 horas después hasta diez nemátodos fueron 

transferidos a blocs de agarosa al 2% colocados sobre portaobjetos y suplementados con azida de 

sodio al 5% para su anestesia. Se obtuvieron imágenes con el microscopio de fluorescencia y se 

analizó la intensidad de fluorescencia en ImageJ. 

 

6.7 Inducción de la vía de señalización Daf-16 por los péptidos mutantes A30W, K28A y 

M35C 

 

6.7.1 Localización celular de Daf-16 

Para evaluar la activación del factor de transcripción Daf-16, perteneciente a la vía de insulina/IGF-

1, nemátodos TJ356 se expusieron a los tratamientos ya descritos, y se incubaron a 15°C hasta 

alcanzar la etapa larvaria L4. Para la visualización de la señal de Daf-16, hasta diez nemátodos 

fueron transferidos a blocs de agarosa al 2% colocados sobre portaobjetos y suplementados con 

azida de sodio al 5% para su anestesia. Se obtuvieron imágenes de los nemátodos con el 

microscopio de fluorescencia para la localización de la señal de Daf-16::GFP. Los nemátodos se 
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clasificaron en tres fenotipos según la localización de la señal de Daf-16: citosólico, nuclear e 

intermedio. Se consideró como nuclear a los nemátodos que presentaban la señal en puntos a lo 

largo de todo el cuerpo. Los nemátodos con presencia de algunos puntos fluorescentes se 

consideraron como intermedios. Ante la ausencia de puntos fluorescentes se clasificó a los gusanos 

como citosólicos (Oh et al., 2005). 

 

6.7.2 Detección de autofagosomas  

Para evaluar posibles cambios en la autofagia en respuesta al tratamiento con los péptidos mutantes, 

nemátodos AMH43 se expusieron a los tratamientos ya descritos, y se incubaron a 15°C hasta 

alcanzar la etapa larvaria L4. Para la visualización de la señal de calcio, hasta diez nemátodos 

fueron transferidos a blocs de agarosa al 2% colocados sobre portaobjetos y suplementados con 

azida de sodio al 5% para su anestesia. Se obtuvieron imágenes de los nemátodos mediante el 

microscopio de fluorescencia y se contabilizó el número de puntos con señal de GFP::LGG1 

mediante el plug-in “analyze particle” Image-J con un tamaño de 1 a 20 µm2 y una circularidad de 

0.1 a 1. 

 

6.8 Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico se utilizó el programa GraphPad Prism 11 (IBM Corp, N.Y.). La 

significancia se determinó mediante un análisis de varianza de un factor (ANOVA), seguido de la 

prueba de comparación múltiple de Tukey para evaluar diferencias entre los grupos experimentales. 

Para los datos de viabilidad y parálisis se generaron gráficos con el estimador Kaplan Meier y se 

evaluaron las diferencias entre los grupos mediante la prueba de log-rank.   
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Expresión de los péptidos en E. coli 

El vector que incluye la secuencia del péptido WT optimizada para E. coli, pET3a-WT (figura 1A), 

se utilizó para transformar bacterias de la cepa BL21. Después de una inducción de 4 horas con 

IPTG, se realizó una tinción con tioflavina S (THS) para visualizar el péptido. Se observó la 

formación de cuerpos de inclusión dentro de las bacterias con señal de THS, indicando la presencia 

del péptido Aβ-42 WT (figura 1B). El cultivo sin inducción con IPTG no muestra los cuerpos de 

inclusión positivos a THS.  

 

Figura 1. Expresión del péptido Aβ en E. coli. A. Cassette de expresión diseñado con dos secuencias para la 

codificación del péptido Aβ subclonado entre los sitios NdeI y BamhI del vector pET3a que incluye el promotor 

inducible T7. B. Tinción con THS de cultivo de E. coli BL21 transformado con el vector pET3a e inducido o no con 

IPTG.  
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7.2 Efecto de los péptidos en la viabilidad y parálisis de nemátodos  

Se trataron nemátodos transgénicos CL2006 con expresión de Aβ en músculo, y de la cepa control 

CL802, y se monitoreó su viabilidad. El tratamiento con A30W extendió de manera significativa 

el tiempo de vida de nemátodos CL2006 (figura 2A), en comparación con el grupo control, 

mostrando una vida media similar a la de los gusanos CL802 control (tabla 2). De forma 

interesante, los nemátodos CL802 tratados con A30W muestran una extensión significativa en la 

viabilidad, con una vida media de 21 días. De forma similar, el tratamiento con K28A y M35C 

incrementó el tiempo de vida de nemátodos CL2006, sin afectar la viabilidad de la cepa CL802 

(figuras 2B y 2C). En el caso del péptido WT, el tratamiento fue tóxico para los nemátodos CL2006 

disminuyendo su viabilidad, mientras que los gusanos control no se vieron afectados (figura 2D).  

 

Figura 2. Efecto en la viabilidad de las cepas CL2006 y CL802 de C. elegans. A. Análisis de viabilidad de 

nemátodos CL2006 y de la cepa control CL802 con y sin tratamiento con A30W. Pruebas de log-rank mostraron 

diferencias significativas entre los nemátodos CL2006 tratados con A30W y control (p<0.0001), y CL802 tratado y 

control (p<0.0001). B. Análisis de viabilidad con y sin tratamiento con K28A. Pruebas de log-rank mostraron 

diferencias significativas entre CL2006 tratado con K28A y control (p=0.0160). C. Análisis de viabilidad con y sin 

tratamiento con M35C. Pruebas de log-rank mostraron diferencias significativas entre CL2006 tratado con M35C y 

control (p=0.0008). D. Análisis de viabilidad con y sin tratamiento con WT. Pruebas de log-rank mostraron diferencias 

significativas entre CL2006 tratado con WT y control (p<0.0001). A-D. Barras representan error estándar.  
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Al igual que la cepa CL2006, los nemátodos CL4176 expresan el péptido Aβ en células musculares, 

sin embargo, presentan un fenotipo más agudo de parálisis (figura 3). Únicamente los tratamientos 

con M35C y, inesperadamente, con WT lograron retrasar la parálisis de los gusanos CL4176, en 

comparación con los péptidos A30W, K28A y el tratamiento control.  

 

Figura 3. Efecto en la parálisis en la cepa CL4176 de C. elegans. Ensayo de parálisis en nemátodos CL4176 con y 

sin tratamiento. Pruebas de log-rank mostraron diferencia significativa entre M35C y control (p=0.00021), y entre WT 

y control (p<0.0001). Barras representan error estándar. 

 

7.3 Efecto de los péptidos en la eclosión interna de nemátodos 

Durante los ensayos de viabilidad se observó la ocurrencia de eclosión interna (figura 4). La 

eclosión interna consiste en la retención de huevos fertilizados, lo que lleva a la eclosión y 

desarrollo de la larva dentro de la hermafrodita y resulta en la muerte prematura de la madre. Las 

placas de CL2006 tratadas con A30W mostraron una reducción significativa de eventos de eclosión 

interna en comparación con las placas control. Sin embargo, los eventos en el resto de las placas 

con o sin tratamiento fueron mínimos.  
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Figura 4. Efecto en la eclosión interna de los nemátodos. Gráfico que representa el número de eventos de eclosión 

interna en nemátodos CL2006 y CL802 después del tratamiento con los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C o 

control. El tratamiento con A30W mostró una disminución significativa con respecto al control (p=0.0015). Barras 

representan error estándar.  

 

7.4 Efecto de los péptidos en la fecundidad de los nemátodos  

Para evaluar el efecto de los péptidos en la fecundidad de los nemátodos, se trataron gusanos de la 

cepa CL2006 y se contabilizó el número de huevos y larvas dejados por las hermafroditas adultas 

durante su etapa reproductiva (figura 5). No se encontraron diferencias en el número de progenie 

entre los distintos tratamientos, ni entre la cepa control y la cepa CL2006.  
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Figura 5. Efecto en la fecundidad de los nemátodos. Gráfica del número de larvas y huevos de nemátodos CL2006 

y CL802 con y sin tratamiento. Barras representan error estándar. 

 

7.5 Efecto en la formación de agregados amiloides 

La expresión endógena de Aβ en gusanos de la cepa CL2006 genera la deposición de agregados 

insolubles en el tejido muscular que pueden ser visualizados mediante marcadores fluorescentes 

(Drake et al., 2003). La tinción con tioflavina S mostró una disminución significativa en el número 

de agregados en los nemátodos tratados con los péptidos K28A y M35C en comparación con el 

control (figura 6). Por el contrario, los nemátodos tratados con los péptidos A30W y WT mostraron 

una agregación similar a la del control.  
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Figura 6. Efecto en la formación de agregados insolubles. A. Imágenes representativas de nemátodos CL2006 y 

CL802 con y sin tratamiento después de la tinción con tioflavina S. B. Cuantificación del número de agregados en la 

cabeza de los nemátodos. Barras representan error estándar.  

 

7.6 Efecto en el estrés oxidativo 

Se ha reportado que la cepa CL4176 muestra un aumento en el estrés oxidativo en respuesta a la 

expresión de Aβ muscular (Drake et al., 2003). Para evaluar el efecto de los tratamientos en la 

inducción de ROS, se midió la señal del reactivo H2DCFDA en nemátodos CL4176 y CL802 

(figura 7). En la cepa transgénica CL4176, el tratamiento con los péptidos A30W generó un 

incremento significativo en el estrés oxidativo en comparación con el control, mientras que el 

péptido M35C generó una disminución significativa. Por su parte, los tratamientos con WT y M35C 

no mostraron diferencia con el control. En la cepa CL802, el tratamiento con M35C mostró una 

reducción en contraste con los péptidos WT y A30W, sin embargo, ningún tratamiento presentó 

diferencia significativa con respecto al control.  
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Figura 7. Efecto en el estrés oxidativo de nemátodos CL4176 y CL802. Cuantificación de la señal fluorescente de 

H2DCFDA en CL4176 y CL802 con y sin tratamiento. Los resultados se presentan en porcentaje de fluorescencia 

relativo al grupo de CL4176 control, el cual representa el 100%. Las barras de error corresponden al error estándar.  

 

7.7 Efecto en la homeostasis del calcio  

Para evaluar cambios en la homeostasis del calcio en respuesta a nuestros tratamientos se realizó 

una cruza entre las cepas CL802 y CL4176 con la cepa HBR4 con expresión del sensor de calcio 

GCamp en células musculares (figura 8A). En la cepa CL4176xHBR4 se observó poca señal de 

calcio y una señal fluorescente similar entre todos los tratamientos. En contraste, en la cepa 

CL802xHBR4 se observa mayor señal que en los nemátodos CL4176xHBR4, además de un 

aumento significativo en los nemátodos tratados con A30W, y una disminución significativa con 

el tratamiento de K28A en comparación con el control (figura 8B).  
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Figura 8. Efecto en la homeostasis del calcio. A. Imágenes representativas de nemátodos CL4176xHBR4 con 

expresión de Aβ y el sensor de calcio GCamP en músculo, y la cepa CL802xHBR4 con expresión de GCamP 

muscular, ambas con y sin tratamiento. B. Cuantificación de la señal fluorescente que corresponde a la señal de 

calcio en color fire. Las barras de error corresponden al error estándar. 

 

7.8 Efecto en la localización celular de Daf-16 

En el nemátodo adulto, el factor de transcripción Daf-16 se activa durante el envejecimiento 

mediante su traslocación al núcleo, incrementando de esta forma el tiempo de vida y la resistencia 

a estrés (K. Lin et al., 2001; Tissenbaum, 2018). Se ha reportado que la activación constitutiva de 

Daf-16 puede provocar que los nemátodos vivan hasta tres veces más tiempo del normal (K. Lin et 

al., 2001). Para evaluar si este factor de transcripción se relaciona con la extensión en la viabilidad 

observada en los nemátodos tratados con los péptidos, se utilizó la cepa TJ356 que expresa Daf-16 

fusionado a la proteína fluorescente verde GFP (figura 9A). Se observó que el tratamiento con WT 

y M35C aumentó la retención de Daf-16 en el núcleo, en comparación con el grupo control. Aunque 

los grupos tratados con A30W y K28A mostraron un número de nemátodos con fenotipo 

intermedio similar al control, la señal de Daf16::GFP fue más evidente en los grupos tratados con 

los péptidos mutantes (figura 9B).  
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Figura 9. Efecto en la localización de Daf-16. A. Imágenes representativas de nemátodos TJ356 con expresión de 

Daf-16::GFP con y sin tratamiento. B. Cuantificación del número de nemátodos con fenotipo citosólico, nuclear o 

intermedio, de acuerdo con la localización subcelular de Daf-16::GFP.  

 

7.9 Efecto en la autofagia 

Para evaluar el efecto sobre el proceso de autofagia en los nemátodos, se trataron nemátodos 

AMH43 que expresan el transgén GFP::LGG-1. LGG-1 es una proteína similar a ubiquitina 

perteneciente a la familia de proteínas ATG8, que es reclutada a las membranas internas y externas 

de los autofagosomas en formación (Leboutet et al., 2023; H. Zhang et al., 2015). En los nemátodos 

de 5 días de edad, se observó la formación de puntos de señal fluorescente en hipodermis, faringe 

y neuronas; mientras que en los nemátodos de 10 días la señal se vio restringida principalmente a 

la faringe (figura 10A). La cuantificación de los puntos de fluorescencia mostró una tendencia a un 

menor número en los nemátodos tratados con los péptidos mutantes, sin embargo, solo se obtuvo 
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una diferencia estadísticamente significativa con el tratamiento con M35C en ambas edades, y con 

A30W en gusanos de 10 días de edad (figura 10B y C).   

 

Figura 10. Efecto en la autofagia. A. Imágenes representativas de nemátodos AMH43 de 5 y 10 días de edad con 

expresión de GFP::LGG-1 con y sin tratamiento. B. Cuantificación del número de puntos de señal fluorescente en la 

cabeza de nemátodos de 5 días. C. Cuantificación del número de puntos de señal fluorescente en la cabeza de 

nemátodos de 10 días.   
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8. DISCUSIÓN 

 

En este trabajo se evaluaron los efectos de las variantes de Aβ-42 con las mutaciones puntuales 

A30W, K28A y M35C en un modelo de Alzheimer en C. elegans. Se observó que el tratamiento 

con los péptidos K28A extendió el tiempo de vida y disminuyó la formación de agregados 

insolubles en nemátodos CL2006 con expresión de Aβ en tejido muscular. Por su parte, el péptido 

A30W logró prolongar la vida media de los nemátodos CL2006 y CL802, lo que sugiere un efecto 

no específico. Por otro lado, los péptidos M35C y WT lograron retrasar el establecimiento de la 

parálisis en la cepa CL4176. En particular, el péptido A30W podría ejercer su efecto protector 

mediante la activación del factor de transcripción DAF-16 y la regulación de la autofagia. El 

péptido M35C parece proteger específicamente contra los oligómeros de Aβ, además de regular la 

autofagia. Finalmente, aunque el péptido K28A disminuyó las ROS en nemátodos CL4176, no 

mejoró el fenotipo de parálisis. Los resultados obtenidos muestran que los péptidos A30W, K28A 

y M35C tienen la capacidad de proteger a C. elegans frente a la toxicidad de Aβ-42 mediante 

distintos mecanismos y sugieren su posible aplicación en el desarrollo de tratamientos contra la 

enfermedad de Alzheimer.  

Para facilitar el tratamiento de los nemátodos, realizamos la expresión de cada péptido en E. coli, 

observando su acumulación en cuerpos de inclusión dentro de la bacteria. Lo anterior coincide con 

lo reportado en literatura que la expresión de Aβ en E. coli genera cuerpos de inclusión en los poros 

de la célula visibles mediante tinción con THS (Pouplana et al., 2014). A su vez, se ha demostrado 

que las características del péptido Aβ-42 sintético o producido en E. coli no varían (Walsh et al., 

2009). Adicionalmente, se ha demostrado que el tratamiento de C. elegans con otros péptidos 

amiloides a través de su expresión en E. coli permite su internalización a través del intestino e 

induce efectos sistémicos (Perni et al., 2021) y específicamente la expresión de Aβ genera un daño 

en la membrana intestinal del nemátodo (Julien et al., 2018). Este trabajo muestra que esta 

estrategia también puede utilizarse para evaluar en C. elegans péptidos con posible efecto 

terapéutico frente a Aβ.  

Los ensayos de viabilidad en la cepa y en CL802 corroboran la ausencia de toxicidad de los 

péptidos A30W, M35C y K28A, previamente observada en cultivo celular (Estrada-Rodríguez et 

al., 2019). De forma similar, el péptido WT exógeno no afectó la viabilidad de los nemátodos 
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control. Aunque se ha encontrado que la exposición a bacterias E. coli que expresan Aβ induce 

daño al intestino (Hassan et al., 2009; Julien et al., 2018; Shea et al., 2019), no se han reportado 

efectos sistémicos.  

En la cepa CL2006 con expresión de Aβ en músculo, el tratamiento con el péptido WT exógeno 

fue tóxico al disminuir el tiempo de vida de los nemátodos. Por su parte, los péptidos mutantes 

lograron incrementar el tiempo de vida de los gusanos, sugiriendo un mecanismo de protección 

contra la toxicidad de Aβ endógeno. Otros estudios han relacionado la extensión de la viabilidad 

de nemátodos CL2006 con la disminución del número de depósitos de Aβ (Diomede et al., 2013). 

En relación con lo anterior, las variantes ya han demostrado anteriormente una disminución en la 

tendencia a formar agregados (Estrada-Rodríguez et al., 2019; Fay et al., 2002; Shuaib et al., 2020), 

además de la capacidad de disminuir la formación de agregados del péptido WT (Estrada-

Rodríguez et al., 2019). Esto concuerda con los resultados obtenidos, en los que se observó una 

disminución de la formación de agregados insolubles en los gusanos CL2006 en respuesta al 

tratamiento con K28A y M35C. En el caso del péptido WT, no se observó una diferencia 

significativa en la agregación, por lo que debe existir otro mecanismo por el cual el péptido exógeno 

contribuya a la toxicidad.  

Por su parte, el péptido A30W logró extender el tiempo de vida de nemátodos control y de 

nemátodos con expresión de Aβ muscular, sin disminuir la agregación en la cepa CL2006. Estos 

resultados sugieren que el tratamiento con A30W afecta el envejecimiento de forma independiente 

de su interacción con el péptido Aβ endógeno. En estudios previos se ha encontrado que la 

protección contra Aβ en cepas de C. elegans transgénicas es dependiente del factor de transcripción 

DAF-16 (Keowkase et al., 2010; Wang et al., 2016; Y. Zhang et al., 2025). DAF-16 forma parte 

de la vía de señalización de la Insulina y el Factor de Crecimiento Similar a la Insulina (IIS) en el 

nemátodo, actuando río abajo del receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 DAF-2. 

La disminución de la activación de DAF-2 lleva a la translocación de DAF-16 al núcleo, donde 

regula la expresión de genes involucrados en la respuesta a estrés por calor, ROS, patógenos y 

proteínas mal plegadas (Halaschek-Wiener et al., 2005; Lee et al., 2003) . En conjunto, la 

activación de DAF-16 y la regulación de sus genes blanco protegen a los nemátodos contra el estrés 

y extienden su viabilidad (Henderson & Johnson, 2001). De forma similar, el factor de 

transcripción FOXO3A, el homólogo de DAF-16 en mamíferos, también se ha asociado a vidas 



   
 

40 
 

más longevas en humanos. Además, se ha encontrado que una disminución de FOXO3A en suero 

se correlaciona con un incremento en el riesgo de desarrollar AD, lo que sugiere una posible 

interacción del factor de transcripción con el péptido Aβ y otros factores asociados a la enfermedad 

(Du & Zheng, 2021; Q. Liu et al., 2025; Pradhan et al., 2020). Específicamente en C. elegans, la 

producción constitutiva de Aβ puede inducir la sobreexpresión del gen de DAF-16 y sus genes 

blanco (Gallrein et al., 2021; Godini et al., 2019; Lichty et al., 2025), lo cual crea un fenómeno de 

hormesis en el que las bajas dosis de Aβ en nemátodos jóvenes generan un fenotipo resistente al 

estrés por calor (Lichty et al., 2025). Es posible que los efectos observados tras el tratamiento con 

A30W se deban a la activación de DAF-16. En nuestros experimentos se observó que la señal 

nuclear de DAF-16::GFP era más evidente en los nemátodos TJ356 expuestos al péptido A30W, 

sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el número de nemátodos con fenotipos 

citosólicos o intermedios entre nuestros grupos. Por lo tanto, se requieren estudios adicionales para 

determinar el posible papel de DAF-16 en el efecto protector de A30W. También es posible que 

estén involucrados otros factores relacionados a la toxicidad amiloide y la longevidad, por ejemplo, 

la proteína quinasa activada por AMP (AMPK) y el factor inducible por hipoxia I (HIF-1) (Lichty 

et al., 2025; Uno & Nishida, 2016; Xue et al., 2024). 

Por otro lado, entre los péptidos mutantes, únicamente M35C logró retrasar el inicio de la parálisis 

en la cepa CL4176. A diferencia de CL2006, los nemátodos CL4176 muestran un fenotipo más 

agudo, con la parálisis de los nemátodos ocurriendo antes de la aparición de agregados amiloides, 

lo que sugiere que la toxicidad se debe a la presencia de oligómeros de Aβ en esta cepa (Drake et 

al., 2003). Se ha reportado que la metionina del residuo 35 está directamente relacionada con la 

formación de oligómeros (Bitan et al., 2003; Durell et al., 2022), por lo que su sustitución por 

cisteína podría reducir la presencia de estas especies tóxicas. Por su parte y de forma inesperada, 

el péptido WT también provocó un retraso en la parálisis de los nemátodos. Es posible que este 

efecto se deba a la capacidad de los agregados amiloides fibrilares para secuestrar oligómeros 

(Gaspar et al., 2010; A. Yang et al., 2017) , reduciendo sus efectos tóxicos.  

Se ha reportado que la expresión del péptido Aβ muscular en C. elegans afecta el desove, 

probablemente debido a una afección de las neuronas que controlan la contracción de los músculos 

de la vulva de los nemátodos hermafroditas (Estevez et al., 2012; Gallrein et al., 2021). Sin 

embargo, bajo nuestras condiciones no observamos diferencias en la fecundidad de los nemátodos 



   
 

41 
 

transgénicos CL2006 en comparación con la cepa control, y ninguno de los tratamientos afectó el 

número de larvas ni de huevos. Además de una disminución en la progenie, otra afección en el 

desove provoca la eclosión de los huevos dentro del nemátodo, resultando en la muerte de la madre. 

Esta retención de huevos se asocia con el envejecimiento o con un estrés ambiental como la falta 

de comida (J. Chen & Caswell-Chen, 2004; Mignerot et al., 2024; Pickett & Kornfeld, 2013). 

Durante los ensayos de viabilidad realizados con los tratamientos con K28A y M35C, se 

observaron pocos eventos de eclosión interna y sin diferencias entre los grupos, lo que coincide 

con la ausencia de cambios en la fertilidad. Por el contrario, durante el ensayo con el péptido A30W 

se observó un aumento significativo en los eventos de eclosión interna de los nemátodos CL2006 

en comparación con los gusanos control. Además, el tratamiento con el péptido A30W disminuyó 

de forma significativa los eventos. Es posible que una pequeña variación en alguna de las 

condiciones de los experimentos sea responsable de esta diferencia en los eventos de eclosión 

interna, pero es necesario realizar más estudios para determinar la variable.  

Uno de los principales mecanismos de toxicidad del péptido Aβ es la inducción de estrés oxidativo 

a través de distintas vías, entre ellas la interacción con metales y la interrupción de la cadena 

respiratoria mitocondrial (Tamagno et al., 2021). El residuo M35 es particularmente relevante, ya 

que su oxidación lleva a la formación de un catión radical sulfuranilo (Butterfield & Sultana, 2011), 

por lo tanto, su sustitución reduce la producción de ROS en cultivo celular y en el nemátodo 

(Butterfield & Sultana, 2011; Estrada-Rodríguez et al., 2019; Yatin et al., 1999). En este trabajo, 

se observó una disminución de la cantidad de ROS en nemátodos CL802 tratados con M35C en 

comparación con los tratamientos con los péptidos WT y A302. Sin embargo, no se observó 

diferencia respecto al control. Por el contrario, los efectos observados en los nemátodos CL4176 

fueron distintos. En esta cepa, el contenido de proteínas oxidadas aumenta significativamente 32 

horas después de la inducción de la expresión de Aβ muscular (Drake et al., 2003). 

Los tratamientos con M35C y WT no afectaron el estrés oxidativo en los gusanos CL4176; 

únicamente el péptido K28A logró disminuir los niveles de ROS. Es posible que M35C ejerza un 

efecto antioxidante en gusanos control, pero resulta ineficaz en presencia de Aβ constitutivo. 

Aunque otros compuestos han mostrado mediar en la protección de nemátodos transgénicos contra 

Aβ mediante la reducción del estrés oxidativo (Gutierrez-Zepeda et al., 2005; X. G. Zhang et al., 

2016), nuestros resultados muestran que la parálisis de los nemátodos CL4176 no está relacionada 
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con el estrés oxidativo. De forma similar, en otro estudio se encontró que el rescate del fenotipo de 

parálisis mediante el extracto EGb 761 del árbol Ginkgo biloba se asociaba al número de 

oligómeros de Aβ y no a los niveles de H2O2  (Wu et al., 2006). Por su parte, A30W incrementó la 

cantidad de ROS de forma aparente en los nemátodos CL802 y de manera significativa en CL4176. 

El aumento de los niveles de ROS se ha relacionado con la extensión de la viabilidad y con el 

incremento de la resistencia al estrés oxidativo en múltiples cepas (Dues et al., 2017), lo que podría 

asociarse específicamente con el efecto de A30W en los nemátodos.   

El péptido Aβ también ha demostrado alterar la homeostasis del calcio mediante múltiples 

mecanismos, entre ellos la formación de poros en la membrana que permiten la entrada de Ca2+ a 

la célula (Bezprozvanny & Mattson, 2008). En C. elegans, se ha reportado que la exposición a una 

alta concentración de calcio extracelular exacerba la toxicidad de Aβ (Z. Zheng et al., 2022). 

Además, se ha observado la formación de poros en el nemátodo, que generan flujos de calcio 

anormales y permiten la localización de Aβ en otros tejidos a partir de las células de expresión 

(Gallrein et al., 2021). Debido a esto, en este estudio se esperaba observar un aumento de la señal 

de calcio en los nemátodos que expresan Aβ y el sensor de calcio GCamP. Sin embargo, se observó 

lo contrario, con una menor fluorescencia en los nemátodos CL4176xTJ356 en comparación con 

los controles, y sin diferencia entre los tratamientos. Es posible que, en el tiempo evaluado, el 

fenotipo de parálisis ya esté tan avanzado que no permita detectar el aumento del calcio. Por otro 

lado, sí se observaron diferencias entre los tratamientos en los nemátodos control, con un aumento 

de la señal con el péptido A30W y una reducción con el péptido K28A. Estos resultados reflejan 

el comportamiento observado en los ensayos de estrés oxidativo.  

Los niveles de calcio se asocian estrechamente con los niveles de ROS. Un aumento del Ca2+ 

intracelular induce la activación de las NADPH oxidasas, lo que lleva al incremento de las ROS, 

mientras que las altas concentraciones de ROS activan los transportadores de calcio membranales, 

incrementando los niveles de Ca2+ intracelular (Madreiter-Sokolowski et al., 2020). 

Un elemento central en la patogenia de la EA es la desregulación del sistema inmune. En particular, 

la agregación de Aβ lleva a una activación de la microglía, lo que inicialmente favorece la 

eliminación de los agregados. Posteriormente, la activación constante afecta la función de estas 

células, induce un estado de inflamación crónica y contribuye a la formación de agregados y a la 

activación del sistema inmune periférico (Gol Mohammad Pour Afrakoti et al., 2025). Por lo tanto, 
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se buscaría que las mutaciones evaluadas disminuyeran el impacto del péptido Aβ sobre el sistema 

inmune como parte de su efecto terapéutico. Sin embargo, el modelo utilizado en este trabajo 

presenta la limitación de no contar con un sistema inmune adaptativo ni con células inmunitarias 

móviles especializadas. En cambio, C. elegans hace uso de una serie de vías evolutivamente 

conservadas que se activan en respuesta a la presencia de patógenos, incluyendo al ya discutido 

factor de transcripción DAF-16 (Pukkila-Worley & Ausubel, 2012). Como se mencionó 

anteriormente, no se observó una diferencia significativa en el fenotipo de localización de DAF-16 

en los nemátodos, aunque sí se observó una localización nuclear más evidente en los gusanos 

tratados con A30W y K28A. Muchas de estas vías de señalización de la inmunidad innata se 

traslapan con la respuesta a otros tipos de estrés biótico y abiótico (Martineau et al., 2021). En 

particular, DAF-16 promueve la autofagia mediante la activación de la expresión de genes como 

lgg-1 (Lange et al., 2025). 

La evaluación de la autofagia fue de particular interés, ya que se ha reportado que la desregulación 

de este proceso se asocia con la EA (Lior et al., 2025). En C. elegans, la toxicidad de Aβ se asocia 

tanto a la sobreexpresión como a la inhibición de la autofagia, lo que destaca la importancia de su 

correcta regulación (Florez-McClure et al., 2007; H. Lin et al., 2022). En este estudio, se observó 

una disminución en el número de puntos con fluorescencia de GPF::LGG-1 en nemátodos AMH43 

de 5 y 10 días de edad tratados con M35C, y en nemátodos de 10 días tratados con A30W. De 

acuerdo con Chang et al., (2007), la cantidad de puntos de LGG-1 en los gusanos incrementa con 

la edad en la faringe, las neuronas, el intestino y el músculo. Además, este aumento parece reflejar 

una disminución en la autofagia relacionada con el envejecimiento (Chang et al., 2017). Aunque 

en este trabajo se contabilizaron menos puntos fluorescentes en los nemátodos más envejecidos, 

estos se observaron exclusivamente en la faringe, a diferencia de los nemátodos de 5 días, que 

presentaron la señal de fluorescencia principalmente en la hipodermis. Es posible que la reducción 

de los puntos de GPF::LGG-1 causada por los tratamientos con A30W y M35C se asocie con una 

protección contra la disfunción de la autofagia asociada a la edad; sin embargo, se requieren 

experimentos adicionales para confirmar esta hipótesis. 

En general, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los péptidos A30W, K28A y 

M35C protegen contra la toxicidad de Aβ en un modelo de C. elegans mediante distintos 

mecanismos, entre ellos la disminución de los agregados, la reducción de ROS, la regulación del 
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calcio, así como la activación de DAF-16 y la regulación de la autofagia. Análisis posteriores 

podrían confirmar la aplicabilidad de estos péptidos en el desarrollo de tratamientos para la 

enfermedad de Alzheimer. 
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9. CONCLUSIONES 

 

Las variantes del péptido Aβ K28A y M35C protegen a los nemátodos CL2006 contra la toxicidad 

de los agregados insolubles de Aβ mediante la disminución de agregados insolubles.  

La variante A30W extiende la vida de nemátodos CL2006 y CL802 contra la toxicidad de los 

agregados insolubles de Aβ, sugiriendo un efecto no específico.   

El tratamiento con los péptidos M35C y WT protege nemátodos CL4176 contra la toxicidad de 

oligómeros Aβ al retrasar el establecimiento del fenotipo de parálisis.  

El péptido K28A disminuye el estrés oxidativo en nemátodos CL4176 sin alterar la parálisis. 

Los péptidos A30W y K28A alteran el flujo de calcio en nemátodos CL802xHBR4. 

Los péptidos A30W y K28A podrían activar el factor de transcripción DAF-16 en nemátodos 

TJ356.  

Los péptidos A30W y M35C regulan la autofagia en nemátodos AMH43. 
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10. PERSPECTIVAS 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que las variantes A30W, K28A y M35C protegen 

contra la toxicidad de Aβ mediante múltiples mecanismos. Sin embargo, es necesario investigar 

con mayor profundidad las vías moleculares implicadas en la protección inducida por estos 

péptidos. Entre los posibles experimentos a realizar se encuentra la evaluación de la expresión 

génica en los nemátodos. En particular, el factor de transcripción daf-16 y algunos de sus genes 

blanco, incluyendo lgg-1, hsp-16 y sod-3; además de otros factores cuyas vías están involucradas 

en la resistencia al estrés, la longevidad y la protección contra la toxicidad de Aβ en C. elegans, 

por ejemplo, HIF-I, AMPK y SKN-1. A su vez, para verificar si las sustituciones pueden 

incrementar el efecto hormético observado tras la exposición de los nemátodos a Aβ WT, sería 

interesante evaluar la resistencia de los gusanos a altas temperaturas y al estrés oxidativo, entre 

otros, tras su tratamiento con las variantes. Otros puntos para explorar incluyen la incorporación 

de técnicas adicionales al reportero GFP::LGG-I para evaluar los cambios en la autofagia. Es 

importante verificar si el cambio observado es debido a una disfunción en la autofagia, o a una 

mejora en la función. 

Anteriormente, se demostró in vitro que la interacción directa entre las variantes y el péptido WT 

inhibe la agregación de este último. Sin embargo, con la metodología empleada en este trabajo no 

fue posible determinar si los efectos observados en el nemátodo se deben a la interacción entre los 

péptidos o a un efecto indirecto derivado de la modulación de vías celulares relacionadas con el 

estrés. Por lo tanto, una perspectiva consiste en el uso de péptidos marcados con reporteros 

fluorescentes que permitan monitorear su localización en el nemátodo a partir de su tratamiento, 

para determinar si el efecto es debido directamente a la interacción directa con las variantes y el 

péptido WT o si es debido a la activación de algún mecanismo celular implicado. Este tipo de 

estrategias también nos permitiría evaluar la agregación en tiempo real en los nemátodos, por 

ejemplo, mediante microscopía de tiempo de vida de fluorescencia (FLIM). 

Finalmente, es esencial trasladar el estudio de las variantes A30W, K28A y M35C a otros modelos 

animales que permitan evaluar aspectos de la patología que no son posibles de modelar en el 

nemátodo, incluyendo el papel de células inmunitarias especializadas.  
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