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RESUMEN

En los dltimos afios las nanovesiculas aisladas de frutas han sido de gran interés debido a que
mediante el transporte de: mRNA, miARN, lipidos y proteinas a células animales se los ha
involucrado en la comunicaciéon célula —célula potenciandolas como un nuevo enfoque en la
nanomedicina. Por ende, el objetivo del estudio es determinar la actividad proliferativa de
nanovesiculas aisladas del zumo de Guanabana (Annona muricata) en lineas celulares
cancerigenas; logrando aislar nanovesiculas de guanadbana homogéneas en un rango de 40-60nm
observadas al microscopio electronico de transmision, ademas mediante la caracterizacion de
proteinas exosomales se evidencio la presencia de la proteina ALIX involucrada en la biogénesis
de las vesiculas extracelulares. Finalmente, se logré determinar que las nanovesiculas aisladas del
zumo de guanabana presentaron actividad antiproliferativa en las dos lineas celulares
correspondientes a cancer de pulmén A549 y cancer de glioblastoma maligno U251, mostrando

una disminucion de la proliferacion celular dependiente de la dosis.

PALABRAS CLAVES:

NANOVESICULAS
«  ANNONA MURICATA

+  PROLIFERATIVA
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ABSTRACT

In recent years, fruit nanovesicles have been of great interest in research and because of their
ability of mRNA, miRNA, lipids and proteins transport in animal cells they have been attributed
as an important element in cell communication empowering them as a new approach in
nanomedicine. Therefore, the objective of this study was to determine the proliferative activity of
nanovesicles isolated from soursop juice (Annona muricata) in cancer cell lines; achieving
homogeneous isolated soursop nanovesicles in a range of 40-60nm observed in a transmission
electron microscope, furthermore, through characterization of exosomal proteins the presence of
ALIX, an element of biogenesis of extracellular vesicles, was found. Finally, it was determined
that the nanovesicles isolated from the soursop juice presented antiproliferative activity in two
cell lines corresponding to lung cancer A549 and cancer of malignant glioblastoma U251,

showing a decrease in cell proliferation dependent on the dose.

KEYWORDS:
+  NANOVESICLES
+ SOURSOP

+ PROLIFERATIVE



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

A. muricata ha sido de gran interés investigativo por sus propiedades antiinflamatorias y
anticancerigenas debido a sus multiples compuestos bioactivos y fitoquimicos (Mariam, Wahab,

Jantan, Haque, & Arshad, 2018).

Desde afios atrés, se logré evidenciar que los extractos de hojas, cortezas, raices, tallos y
semillas presentaban actividad antibacteriana contra diversos patégenos in  vitro
(Moghadamtousi, Fadaeinasab, Nikzad, & Mohan, 2015; Sundarrao et al., 1993). Del mismo
modo se observé que las acetogeninas anoxicas presentes en hojas, frutas, semillas y tallos
demostraron ser citotoxicas contra varias lineas celulares cancerigenas (Chang & Wu, 2001; Sun,

S., Liu, J., Kadouh, H., Sun, X., & Zhou, K, 2014).

Para demostrar la actividad antiproliferativa en el 2012 se revel6 su capacidad de inhibir
multiples vias de sefializacion en células de pancreas, mediante la induccién de necrosis y la
reduccion de la expresion de moléculas de la glucdlisis llevando a una disminucion de la

actividad tumoral (Torres et al., 2012).

Por otra parte, en 1960 se describio por primera vez en diversas plantas un grupo de esferas
pequefas envueltas en membranas denominadas cuerpos multivesiculares (MVB) (Marchant &
Robards, 1968). Este hallazgo fue similar a los mostrados en la década de 1980, donde se dieron
los primeros reportes de nanovesiculas en mamiferos (Johnstone, Adam, Hammond, Orr, &

Turbide, 1987).
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Las primeras investigaciones que dieron a conocer la liberacion de la carga de los MVB'’s tras
fusionarse con la membrana plasmatica fue en un modelo de hojas de Arabidopsis ( Collins, y
otros, 2003; Eggert, Feechan, Bohlenius, Ueda, & Thordal-christensen, 2012); en donde se
evidencio que durante el ataque de hongos la célula de la planta reforzaba su material de defensa
en la pared celular con el fin de evitar que el patdgeno rompa la membrana plasmatica (Collins, y
otros, 2003). Durante este proceso de defensa se observo dos proteinas criticas PEN1 y ROR2
homologas a la proteina de mamiferos SNARE, permitiendo elucidar que ambas permitian la

formacion y liberacién de los exosomas en la defensa contra patdégenos (Rutter & Innes, 2017).

En plantas el rol de los exosomas todavia no estaba completamente elucidado, sin embargo,
estudios realizados con nanovesiculas aislados de girasoles produjeron cambios morfoldgicos en
células fungicas ademas de la inhibicion de su crecimiento, catalogandolos como vehiculos para
entregar informacion o componentes para la defensa de la planta (Regente, Pinedo, Clemente,

Balliau, & Jamet, 2017).

Se han logrado aislar diversas vesiculas tipo exosomal de frutas como la uva (Ju, Mu,
Dokland, Zhuang, Wang, Jiang, Deng, et al., 2013), la toronja (Q. Wang, Zhuang, Mu, Deng,
Jiang, Zhang, et al., 2013), jugos de Citrus limon (Raimondo et al., 2015), que estan
involucradas en la comunicacion célula-célula debido al transporte de ARNm, miARN, lipidos y
proteinas a células animales, potenciandolas como un nuevo enfoque en la nano medicina

(Mingzhen Zhang, Viennois, Xu, & Merlin, 2016).

En los ultimos afios, las investigaciones buscan descubrir el rol de nanovesiculas derivadas de
plantas (uva y jugo de Citrus limon), mediante la implementacion de ensayos in vitro;

observandose que existe un aumento en la proliferacion de células madres intestinales en ratones
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con colitis tras una administracion oral (Ju, Mu, Dokland, Zhuang, Wang, Jiang, Deng, et al.,
2013; Mingzhen Zhang et al., 2016) y una inhibicion de la proliferacion celular en modelos con
leucemia mieloide cronica por la via de muerte celular apoptética mediada por TRAIL

(Raimondo et al., 2015).

1.2. JUSTIFICACION

El cancer se conoce como un conjunto de enfermedades relacionadas en las que existe un
proceso descontrolado en la division celular causado por anormalidades en el material genético
(Baker, 2015). Estos cambios genéticos pueden darse por dafio del ADN, exposicion a agentes
carcinogenicos o ser heredados de los padres (Colditz, Sellers, & Trapido, 2006). Segun reportes
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es considerada una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial y la segunda causa de mortalidad en el mundo (Siegel,

Miller, & Jemal, 2019).

Segun reportes de SOLCA (2018), en el Ecuador la incidencia de cancer ha presentado una
tendencia creciente del 4 % entre el periodo de 2011-2017, mostrando una incidencia de cancer
infantil mayor en nifios con respecto a nifias. Los cinco canceres de mayor incidencia segun el

sexo son leucemia, linfomas, 0jos, cerebro, rifibn como se muestra en la Figura 1.

Por lo cual se ha buscado nuevos tratamientos que en comparacion con los quimioterapéuticos
convencionales no levantan toxicidad en tejidos sanos (Torres et al., 2012). Enfocandose en el
extracto de Annona muricata que presenta compuestos en forma natural capaces de inhibir
multiples vias de sefializacion involucradas en el metabolismo, ciclo celular, supervivencia y

propiedades metastésicas en las células cancerigenas, llevando a una disminucion de la
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proliferacion celular (Torres, Rachagani, Purohit, Pandey, Joshi, & S, 2012; Syed Najmuddin,

Romli, Hamid, Alitheen, & Abd Rahman, 2016).

INCIDENCIA DE CANCER INFANTIL. 2013- 2017

Tendencia del cancer infantil 2013-2017 . . .
Los 5 canceres de mayor incidencia por sexo.

Distribucion de casos por sexo y grupo de edad - afio 2017
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Figura 1 Incidencia de cancer infantil 2013-2017
Fuente: (SOLCA, 2018)

Se ha demostrado que las nanovesiculas estan involucradas en la comunicacion intracelular
actuando como mediadores en la transferencia de biomoléculas entre células animales (Yoon,
Kim, & Gho, 2014), por tal motivo, la nanotecnologia es un enfoque prometedor debido a la
capacidad de administrar medicamentos encapsulados y miARN para tratar enfermedades Figura

2 (Q. Wang, Zhuang, Mu, Deng, Jiang, Xiang, et al., 2013).

La implementacion de nanovesiculas liberadas por diferentes células de mamiferos como
vehiculos (Q. Wang, Zhuang, Mu, Deng, Jiang, Xiang, et al., 2013) debido a sus propiedades

intrinsecas permite el suministro de moléculas endégenas o exdgenas a las células dianas, debido
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que su membrana protege el contenido, evita la degradacion y su pequefio tamafio evita la
eliminacién logrando su entrada en tejidos y una mejor interaccién con tejidos especificos tras ser
modificada (Malloci et al., 2019), es asi que supera los desafios en la entrega, posibles efectos,

seguridad y toxicidad (Q. Wang, Zhuang, Mu, Deng, Jiang, Xiang, et al., 2013).
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Figura 2 Nanovesiculas como herramientas terapéuticas
Fuente: (Malloci et al., 2019)

Sin embargo, en plantas la informacién de cémo las nanovesiculas similares a exosomas son
capaces de desempefiar un papel en la comunicacion entre especies esta iniciando (Ju, y otros,

2013), esto se logra evidenciar tras las nuevas investigaciones realizadas en el tejido de fruta



6
comestible de toronja, en el cual se han identificado nanovesiculas usadas en modelos de cultivo
de células in vitro demostrando que son capaces de entregan de manera eficiente una variedad de
agentes terapéuticos (farmacos quimioterapéuticos, vectores de expresion de ADN, y proteinas)
concluyendo ser excelentes candidatos para la entrega de una variedad de diferentes tipos de

agentes terapéuticos (Wang Q. , y otros, 2013).

Por lo tanto, esta investigacion es de gran interés ya que pretende abordar si las nanovesiculas
derivados de frutas como la guandbana son capaces de servir como mensajeros de agentes

terapéuticos en células cancerigenas y tener un efecto biolégico sobre estas.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general

Determinar la actividad proliferativa de nanovesiculas aisladas del zumo de Guanabana

(Annona muricata) en lineas celulares cancerigenas.

1.3.2. Objetivos especificos

e Aislar nanovesiculas por ultracentrifugacién y purificar mediante gradiente de Tris-
sucrosa-deuterio del zumo de Guanabana (Annona muricata).

e Caracterizar las proteinas exosomales en nanovesiculas aisladas del zumo de Guanabana
(Annona muricata).

e Estudiar la actividad proliferativa de nanovesiculas del zumo de Guanabana (Annona

muricata) en lineas celulares cancerigenas.



CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Guanabana (Annona muricata).

2.1.1. Descripcion botanica

Es un arbol perenne de 5-8 m de altura y 15-83 cm de diametro (Figura 3.A), con ramas bajas
y hojas de color verde, alternas, lisas, brillantes de 6 a 20 cm de largo y de 2-6 cm de ancho como
se observa en la Figura 3.B (Gonzalez B., Contreras A. C., Lipcovich J. Q., Centeno D. M.,

2004).

La guanabana es una baya comestible, ovoide de color verde oscuro, aproximadamente de 15-
20 cm de largo y de 8-10 cm de ancho que alcanza un peso de 4 kg o mas (Figura 3.C) (Schultes,
R., & Raffauf, 1990). Su cobertura presenta espinas largas dobladas hacia abajo correspondientes
cada una a carpelos (Pinto, A., Cordeiro, M., De Andrade, S., Ferreira, F., & Filgueiras, 2005) y
una superficie interna con segmentos fibrosos de color crema que contienen una semilla ovalada,

lisa, dura y negra de 1.25 a 2cm (Figura 3.D) ( (Morton, 1980).

Figura 3 Annona muricata A) Planta B). Hoja C). Fruta D). Semilla



2.1.2. Taxonomia de la Guanabana

Annona muricata es conocida como Soursop (inglés), Graviola (portugués), Guanabana para
el espariol latino, y otros nombres segun la localidad indigena. La taxonomia de la guanabana se

detalla a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1
Taxonomia de Annona muricata )
TAXONOMIA
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Género: Annona
Especie: A. muricata

Fuente: (Pinto, A., Cordeiro, M., De Andrade, S., Ferreira, F., & Filgueiras, 2005)

2.1.3. Origen y distribucion

La Guanabana (Annona muricata) es un frutal tropical nativa de las Antillas, el sur de México
hasta el Pert y el norte de Argentina (Hanelt, 2001). Sin embargo, en los Gltimos afios se ha
catalogado como nativa de Puerto Rico (USDA-NRCS, 2014) y de los territorios del Caribe

(ITIS, 2014).

Esta distribuida en las zonas tropicales y subtropicales de América, Asia y Africa (Adewole &

Caxton-Martins, 2011) en altitudes inferiores a 1200 m sobre el nivel del mar, temperaturas de


https://es.wikipedia.org/wiki/Taxonom%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Reino_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
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25- 28°C, humedad relativa de 60 y 80 % y una precipitacion anual por encima de 1500 mm

(Pinto, A., Cordeiro, M., De Andrade, S., Ferreira, F., & Filgueiras, 2005).

Ademas en estudios del Programa de Fruticultura del INIAP en el Ecuador las principales
areas de produccién se ubican en la Peninsula de Santa Elena y Guayas con lotes totalmente
tecnificados con aproximadamente 120 hectareas mientras que en forma endémica se ubican en

zonas del Sur de Manabi y areas rurales de Santo Domingo de los Colorados (INIAP, 2014).

Segun datos reportados por el Instituto Autdnomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP,
2014) en el Ecuador se producen aproximadamente 3000 toneladas de guandbana fresca
anualmente y de acuerdo al Banco Central del Ecuador (BCE), en el 2007 se exportaba 0,12

toneladas de la fruta y para el 2015 existié un aumento significativo a 5,31 toneladas.

2.1.4. Composicién quimicay fotoquimica.

Segun Arango (1975), la composicion quimica de la guandbana revel6 algunos minerales

esenciales como K, Ca, Na, Cu, Fe y Mg que se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2
Composicién quimica de la pulpa de guanabana.
COMPOSICION CONTENIDO
Agua 82,29
Proteinas 099
Lipidos 0,79
Carbohidratos 16,39
Calcio 2,2mg

Fosforo 2,8 mg
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Hierro 0,6 mg
Sodio 18 mg
Vitamina A 20 mg
Vitamina B 0,07 mg
Vitamina C 206 mg
Niacina 0,9 mg

Fuente: (Arango, 1975)

La guanabana es ampliamente utilizada en la medicina complementaria ya que es una fuente
de metabolitos quimicamente activos que poseen diversas actividades curativas (Zorofchian
Moghadamtousi, Karimian, Rouhollahi, Paydar, Fadaeinasab, & Abdul Kadir, 2914). Referente a
los compuestos fitoquimicos se ha obtenido como resultado una alta concentracion de
metabolitos secundarios (212 metabolitos), de los cuales en su mayoria son acetogeninas seguido

de alcaloides, fenoles y otros compuestos.

2.1.4.1. Acetogeninas Anonaceas

Las acetogeninas son los principales metabolitos secundarios aislados de diferentes partes de

las plantas de la familia Annonaceae (Yajid, Ab Rahman, Wong, & Wan Zain, 2018) .

Estos metabolitos pueden distinguirse por presentar una cadena alifatica de 35 a 38 carbonos
unidos a un anillo y-lactona o, B-insaturada sustituida con metilo, y a lo largo de la cadena con
uno o dos tetrahidrofurano (THF) y grupos de oxigeno (hidroxilo, acetoxilos, cetonas, epoxis)
(Zafra, Figaderea, Gallardo, Tormo, & Cortes, 1998; Gavamukulya, Wamunyokoli, & El-shemy,

2017).
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En Annona muricata la mayoria de acetogeninas reportadas presentan un anillo de THF sin
embargo, también se han observado la presencia de dos tetrahidrofurano (THF) adyacentes o0 no
adyacentes, ademas de ser lineales y con grupos epoxi. En la Figura 4 se observa las seis
estructuras béasicas quimicas de las acetogeninas aisladas (Coria-Tellez, Montalvo-Gonzalez,

Yahia, & Obledo-Vazquez, 2018).
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Figura 4 Estructuras quimicas de las seis acetogeninas aisladas de A. muricata A) Estructura
quimica de derivados lineales B). Estructura quimica de acetogeninas epoxi C). Estructura
quimica de acetogeninas mono THF D). Estructura quimica de acetogeninas mono THF, mono
THP E). Estructura quimica de acetogeninas no adyacentes al Bis-THF F). Estructura quimica de

acetogeninas adyacentes al Bis-THF.
Fuente: (Coria-Téllez et al., 2018)
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Las acetogeninas presentan una mayor citotoxicidad con respecto a los alcaloides, siendo de
gran interés debido a sus diferentes mecanismos citotdxicos en ensayos in vitro contra células

cancerigenas (Agu, Okolie, Falodun, & Engel-Lutz, 2017).

El principal mecanismo de la accidn citotoxica de las acetogeninas en células cancerigenas es
la inhibicién de la NADH oxidasa ubicada en la membrana plasmatica observado tras la
exposicion a una acetogenina denominada bullatacina en células cancerigenas HL-60 (Morre,
Cabo, Farley, Oberlies, & Mclaughlin, 1995). Ademas en estudios realizados por Torres et al.,
2012 se demostrd que los extractos de A. muricata bloquean la fosforilacion oxidativa en la ruta
de la quinasa regulada por la sefial extracelular (ERK) y la ruta del fosfatidilinositol 3"~ quinasa

(PIK/AKkt) encargados en la proliferacion y supervivencia en células de cancer de pancreas.

Estos mecanismos limitan el ATP e inducen a la asfixia celular (Wolvetang, Johnson, Krauer,
Ralph, & Linnane, 1994), llevando a la muerte celular programada siendo mas selectivo contra
células cancerigenas debido a su mayor actividad de NADH oxidasa y su alta demanda de ATP

(Torres et al., 2012).

2.1.4.2. Alcaloides

En A. muricata, las hojas presentan una mayor concentracién de alcaloides con respecto a
raices, talos y frutos (Coria-Téllez et al., 2018). En la Figura 5 se muestra las estructuras
quimicas de los alcaloides reportados en A. muricata provenientes de la isoquinolina, tipo

aporfina y protoberberina (Mohanty et al., 2008).
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Figura 5 Estructura quimica de los alcaloides presentes en A. muricata A) Tipo

de aporfina B) Tipo de protoberberina C)Tipo iminosugar D) Tipo de isoquinolina
Fuente: Mohanty et al., 2008

2.1.4.3. Compuestos fendlicos

En A. muricata los compuestos fendlicos que se han informado corresponden a quercetina y
acido galico (Nawwar et al., 2012), ademas, en la pulpa se ha informada la presencia de
flavonoides y compuestos antioxidantes lipofilos como son los tocoferoles y tocotrienoles.

Siendo estos compuestos fitoquimicos responsables de la actividad antioxidante (Correa, Ortiz,

Larrahondo, Sanchezz, & Pachén, 2011).
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Figura 6 Estructuras quimicas de los compuestos fenolicos presentes en A. muricata.
A)Tipo de acido clorogénico B) tipo de flavonoide C) Tipo de hidroquinona D) Tipo de
tanino

Fuente : Correa, Ortiz, Larrahondo, S&nchezz, & Pachén, 2011
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2.1.5. Usos medicinales tradicionales

Estudios etnobotanicos han indicado que la guandbana (Annona muricata), posee un alto
potencial terapéutico, debido a que la mayoria de sus partes son utilizados como medicamentos

tradicionales en el tratamiento de diversas enfermedades como se muestra en la Figura 7 (Yajid et

al., 2018).
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Figura 7 Beneficios de los extractos de Annona

muricata en el tratamiento de enfermedades
Fuente: (Yajid, Ab Rahman, Wong, & Wan Zain, 2018.

Las semillas y el fruto presentan actividad antiparasitaria (Leatemia & Isman, 2004), ademas
el jugo de la fruta y la infusiones de las hojas son utilizas en el tratamiento contra la fiebre
(Magana, Alberto, Gama, & Mariaca, 2010). En los ultimos afios se ha utilizado ampliamente en

el tratamiento contra el cancer (Monigatti, Bussmann, & Weckerle, 2013).
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Un estudio realizado a partir del extracto de hojas de Annona muricata mostrd mayor
toxicidad en contra de lineas celulares cancerigenas como MCF-7, MDA-MB-231 y 4 T1, en
comparacion con células normales (Syed Najmuddin, Romli, Hamid, Alitheen, & Abd Rahman,

2016).

Ensayos in vitro e in vivo han demostrado que el extracto de fruta de guanabana regula la
expresion del gen EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), el cual aumenta su
expresion en el cancer de mama, presentando actividad selectiva en la proliferacion de células

MDA-MB-468 mas no en células normales (Dai et al., 2011).

Los compuestos que estan en forma natural en el extracto de Annona muricata revelaron su
capacidad de inhibir maltiples vias de sefializacion en células de cancer de pancreas, regulando el
metabolismo celular mediante la induccion de necrosis de las células; ademas de la reduccion de
la expresién de moléculas de la glucolisis necesarias para la sobrevivencia de las células
cancerigenas (HIF-1a, NF-xB, GLUT1, GLUT4, HKII y LDHA) llevando a una disminucion de

la actividad tumoral (Torres et al., 2012).

Estudios realizados de hoja de A. muricata han mostrado que existe un efecto citotoxico contra
células de pulmoén A549 (Moghadamtousi et al., 2014) y células HL-60 (Pieme et al., 2014).
Ambos resultados mostraron elevados niveles de ROS, la interrupcion de la potencial de
membrana plasmatica y la deteccion en la fase GO/G1 sugiriendo que los extractos de A. muricata
presentan un potencial antiproliferativo y la induccion de apoptosis (Moghadamtousi, Kadir,

Paydar, Rouhollahi, & Karimian, 2014; Pieme et al., 2014).
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En recientes estudios se ha logrado aislar tres nuevas acetogeninas mono THF (muricina M, N
y muricenina) de la fruta de A. muricata, las mismas que presentaron actividad antiproliferativa

contra células de cancer de prostata PC-3(Sun et al., 2016).

2.2. Vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares (EV) han sido consideradas como subproductos del metabolismo
extracelular desde finales de los afios 60 del siglo XX , sin embargo, han Ilamado la atencion en
investigaciones recientes debido a que estan involucradas como mediadores de las

comunicaciones celulares (Yoon, Kim, & Gho, 2014).

Las EV son vesiculas de 30-2000 nm de diametro, cubiertas de una bicapa lipidica, liberadas
en un proceso evolutivo conservado por células de diferentes organismos tales como procariotas,
eucariotes superiores y plantas (Yafez-Mé et al., 2015). Una vez liberadas en el espacio
extracelular, las EVs estan cargadas con varias proteinas, lipidos, mRNA, miRNA, metabolitos
que influyen en diversas funciones fisioldgicas y patoldgicas de células receptoras como
parentales mediante interacciones ligando —receptor, fusién e internalizacion a travez de
endocitosis mediada por receptor o macropinocitosis como se muestra en la Figura 8 (Yoon, Kim,

& Gho, 2014).
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Figura 8 Comunicacion intercelular a través de vesiculas extracelulares.
Fuente: (Yoon, Kim, & Gho, 2014)

2.2.1. Vesiculas extracelulares secretadas por plantas

Las células vegetales en su entorno extracelular presentan un proteoma complejo y dinamico
que esta involucrado en diversas funciones del metabolismo y la sefializacion de las plantas

(Regente, Pinedo, Elizalde, & De la Canal, 2012).

La secrecién de proteinas extracelulares implica el reconocimiento de un péptido de sefial en
el extremo N-terminal por la via secretora (Regente et al., 2012). Sin embargo, se ha
proporcionado evidencia sobre la secrecion proteica evitando la via del aparato de Golgi (Cheng,

Zamski, Guo, Pharr, & Williamson, 2009).

Estudios enfocados en cebada han revelado que los MVB son secretados por la pared celular

de las hojas como respuesta al ataque por el hongo Blumeria graminis, liberando asi su contenido
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en el espacio paramural, dando indicios de la existencia de nano vesiculas en plantas (An, Ehlers,

Kogel, Van Bel, & Hickelhoven, 2006).

Figura9 MVB con vesiculas de tamafio variable y tabulos debajo de una papila inducidos

por intentos tardios de penetracion del hongo Blumeria graminis
Fuente : An, Ehlers, Kogel, Van Bel, & Huckelhoven, 2006

Alrededor del 60 % de las proteinas énalizadas en el proteoma extracelular no son
dependientes del peptido sefial clasico de la ruta secretora, por lo que se sugiriere que son
dependientes del exosoma (Pinedo et al., 2012), ya que se ha observado la presencia de
estructuras similares a exosomas en los proteomas apoplasticos de Brassica, Arabidopsis, arroz

(M, Corti-Monzén, Maldonado, Pinedo, Jorrin, & De la Canal, 2009).

En los ultimos afios se ha buscado establecer cual es el rol de los MVBs con respecto al trafico
de membrana en el reconocimiento de patdgenos, la respuesta en funcién de la defensa por lo que
en recientes estudios realizados en plantas se determiné la presencia de una proteina similar a la
Rab11GTPasas en la fraccion extracelular de girasol (Regente et al., 2009); se conoce que en

plantas las proteinas Rabs estan implicadas en el movimiento, anclaje y acoplamiento de
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vesiculas ademas de la regulacion en la formacion de vesiculas de la membrana donante
(Molendijk, Ruperti, & Palme, 2004), proteina observada en exosomas derivados de diferentes

células (Théry et al., 2019).

Ciertas investigaciones reflejan que las nanovesiculas aisladas de vegetales presetan
propiedades de transporte y funciones bioldgicas, debido a que comparten ciertas proteinas
incluidas las proteinas HSP70, aquapurina y lipidos (Ju, Mu, Dokland, Zhuang, Wang, Jiang,

Xiang, et al., 2013).

Se ha demostrado que a lo largo de las vias de trafico endosomal se produce una serie de
eventos dindmicos, sin embargo, es un campo gue requiere mucha investigacion para comprender
si las vesiculas extracelulares de plantas participan en la comunicacién intercelular y la defensa

de las plantas (Stanly, Fiume, Capasso, & Pocsfalvi, 2016).

2.2.2. Clasificacion de las vesiculas extracelulares

Las principales caracteristicas para definir a los diferentes tipos de vesiculas son la funcion, su
biogénesis, origen celular y la funcion bioldgica clasificando asi en cuerpos apoptoticos,

microvesiculas y nanovesiculas (Zumaquero Martinez, 2010) como se detalla en la Tabla 3.

Tabla 3
Caracteristicas fisicoquimicas de los diferentes tipos de vesiculas extracelulares
Caracteristicas Vesiculas Apoptoticas Micro vesiculas Nano vesiculas
Tamano 50- 5000 nm De 100- 1000 nm De 30- 100 nm

Densidad en sacarosa 1.16 -1.28 g /mL No determinado 1.13-1.19 g/mL
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Apariencia en microscopio

electrénico

Regular

Irregular

Regular

Sedimentacion

1200 g — 10 000 xg

10000 -100 000 x g

>100 000 x g

Composicion lipidica

No determinada

Fosfatidilcolina

Enriquecido con
colesterol,
esfingomielina,

ceramida.

Principales marcadores

Histonas, Organelos

Integrinas, selectinas

CD40 ligando

LAMP-1,
Tetraspaninas (CD63.
CD9), Alix, TSG100,

HSP 70, MCH-L.1I

Origen intrecelular

Celulas que sufren apoptosis

Membrana plasmatica

Compartimientos

internos (endosomas )

Fuente: Zumaquero Martinez, 2010

En la Figura 10 se muestra una representacion de los tres tipos de vesiculas extracelulares

secretados por una célula eucariota (Y. Chen, Tang, Long, & Zhang, 2016).
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Fuente : (Y. Chen et al., 2016)

2.3. Nanovesiculas (exosomas)

Los exosomas en los Gltimos afios han sido de gran interés, debido a que estan presentes en
cantidades significativas en la mayoria de fluidos corporales (Kowal, Tkach, & Théry, 2014),
ademés, de estar implicados en diferentes funciones celulares y diferentes estadios de

enfermedades atribuyendose como valiosos biomarcadores (Simons & Raposo, 2009).

Las nanovesiculas son homogeéneas de 30-120 nm de diametro y una densidad de 1.13- 1.19
g/ml (Simons & Raposo, 2009).Con una morfologia similar a un balon desinflado al ser
observada en el microscopio electronico de transmison (Figura 11A) (Mathivanan, Ji, &
Simpson, 2010). En estudios recientes se ha logrado el aislamiento y purificacion de
nanovesiculas derivadas de plantas (uva, tomate, zanahoria, jengibre) homogéneos a los

exosomas aislado en mamiferos (Mu et al., 2014) como se observa en la Figura 11.B.
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Figura 11 Morfologia tipica de exosomas observados por TEM.

A) Exosomas aislados de células dendriticas; B) Exosomas aislados de uva
Fuente : (Milosevits, Szebeni, & Krol, 2015) (Mu et al., 2014).

Las vesiculas tipo exosomas derivadas de plantas que se han logrado aislar han presentado
mecanismos de transporte y funciones bioldgicas Unicas (Ju, Mu, Dokland, Zhuang, Wang, Jiang,
Deng, et al., 2013) permitiendo generar estrategias novedosas, seguras y econémicas como

agentes terapéuticos o vehiculos en la administracion de medicamentos.

2.3.1. Composicién de nanovesiculas

Los exosomas estan comprendidos tipicamente por la carga luminal rodeada por una bicapa
lipidica. La carga lumminal esta constituida por péptidos, lipidos y material genético (ADN,
ARN, ARNm, miARN) (Ju, Mu, Dokland, Zhuang, Wang, Jiang, Deng, et al., 2013) como se
observa en la Figura 12. Estos son secretados por la mayoria de las células eucariotas y tienen

origen endocitico (Yoon et al., 2014).
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Figura 12 Composicién de los exosomas.
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2.3.1.1.Carga de proteinas

5 Corammide

23

Las proteinas involucradas en la formacion del complejo de transporte (MVB) son TSG101,

Alix, anexinas y flotilinas, GTPasas RAB involucradas en el transporte y fusién de la membrana,

tetraspaninas (CD9, CD63 y CD81) e integrinas para la adhesion, proteinas para la presentacion

de antigenos (moléculas de clase MHC), proteinas de choque térmico (Hsp60, Hsp70 y Hsp90),

proteinas del citoesqueleto (actinas, cofilina-1, ezrin / radixina / moesina, profilina-1 y tubulinas),

enzimas metabolicas y proteinas ribosémicas (Yoon et al., 2014).
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2.3.1.2.Tetraspaninas

Las tetraspaninas son una familia de proteinas transmembranas con cuatro dominios
extracelulares, colas en los extremos C-terminal y N-terminal intracelulares, ademas de dos
dominios extracelulares de diferentes tamafios definidos por aminoacidos conservados (Figura
13) (Théry, Zitvogel, & Amigorena, 2002) (Kalra, Drummen, & Mathivanan, 2016). Los
dominios se denominan bucle extracelular pequefio (EC1) y bucle extracelular grande (EC2), este
ultimo bucle contiene un motivo de secuencia de aminoacidos cisteina- cisteina- glicina

conservado (CCG) (Termini & Gillette, 2017).

Extracellular

Inner Intracellular

N-terminus Loop

C-terminus

Figura 13 Esquema de la estructura molecular de la tetraspanina
Fuente: (Termini & Gillette, 2017)

Los exosomas derivados de celulas estan altamente enriquecidos por tetraspaninas que
corresponde a la familia mas numerosa de proteinas. Los miembros de esta familia corresponde al
grupo de diferenciacion (CD, cluster of differentiation) CD9, CD63, CD81, CD82, y debido a su

alta abundancia en los exosomas son usados como marcadores exosomales (Yoon et al., 2014).
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2.3.1.3.Carga de lipidos

La composicion lipidica que presentan los exosomas difiere de la composicion de la

membrana plasmatica por su biogénesis (Marcilla et al., 2014).

Los exosomas estan constituidos principalmente por ceramida, colesteol, PS y esfingolipidos,
sin embargo, no cuentan con la presencia del acido lisofosfatidico (Subra, Laulagnier, Perret, &
Record, 2007). Esto podria deberse a que segin Brouwers, y otros, (2013) el acido lisofosfatidico
podria desempefiar un papel exclusivo en la formacion de MVB lisosomales y no de MVB
generadores de exosomas. Ademas contienen en la membrana lipidica dominios denominados
balsas lipidicas que son resistentes a detergentes que a mas de estar constituida con los lipidos

mencionados anteriormente cuentan con proteinas como flotilinas (Kalra et al., 2016).

En estudios relizados en las nanovesiculas de tipo exosomas de uva se ha encontrado que su
perfil proteico corresponde a un 98 % de fosfolipidos entre los cuales destaca un 50 % de acido
fosfatidico (PA), ademéas de un 2% de lipidos vegetales como los galactolipidos (Ju, Mu,
Dokland, Zhuang, Wang, Jiang, Deng, et al., 2013), este perfil difiere al encontrado en las
nanovesiculas de tipo exosoma de toronja el mismo que se encontraba enriquecido en

fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina (B. Wang et al., 2014).

2.3.1.4.Carga de RNA

Segun Ju, Mu, Dokland, Zhuang, Wang, Jiang, Xiang, et al., (2013) se ha encontrado que los
exosomas contienen  mMIARN y ARNm. Los miARN son pequefios ARN reguladores no

codificantes de 19 a 25 nucleotidos que se unen a secuencias complementarias en la region
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3'UTR de los ARNm (Hu, Drescher, & Chen, 2012) desempefiando funciones en la regulacién de

genes postrascripcionales de animales y plantas (X. Chen, 2012).

Los ARN exosomales son mas estables que los ARN celulares ya que son mas resistentes a la
degradacion durante el almacenamiento prolongado debido a que tras la biogénesis los exosomas

presentan una membrana lipidica que protege al ARN de ARNasas enddgenas (Hu et al., 2012).

En un estudio relizado en células a partir de exosomas de ratdn se observo que el exosoma no
presentaba ciertas proteinas, sin embargo estas se encontraban como ARNm, por lo que
mencionan que el ARNm fue transferido a travez de los exosomas logrando su traduccion en las
celulas receptoras (Colombo, Raposo, & Théry, 2014), este hallazgo ha Ilamado la atencion de
los exosomas como vectores de informacion genética puesto que tienen la capacidad de modificar

los genes expresados en las celulas receptoras (Nolte’T Hoen et al., 2012).

Tras el estudio de perfil de expresion de los miRNA en los exosomas derivados de plantas, se
evidencid ARN pequefios de 25 nt, con ausencia de ARN ribosémico 18S y 28S confirmando asi
la presencia de pequefios RNA en los exosomas de plantas. En total se identifico 418 miRNA,de
los cuales 32 correspondieron a miRNA de exosomas de gengibre y 127 a exosomas de soya

(Xiao et al., 2018).

La evidencia sobre que los miRNA derivados de plantas logran unirse a los miRNA de
mamiferos e influir en sus procesos biologicos ha ido aumentado (Y. Zhang et al., 2012). Los
miRNA derivados de plantas fueron sometidos a un analisis bioinformatico para lograr entender
si existia una relacion con los genes diana, logrando evidenciar que estos miRNA se dirigen a
genes que codifican factores inflamatorios (IL6, -1L2, -IL5, -1L1) y estan enriquecidos en las vias

de sefializacion relacionadas con el cancer (Xiao et al., 2018).
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2.3.2. Biogénesis de las nanovesiculas

Para la formacién de los exosomas estan implicadas tres etapas importantes: en primer lugar
se da la formacion del endosoma temprano por la invaginacion de la membrana plasmatica,
después la aparicion del endosoma tardio por una acidificacion del endosoma temprano, un brote
a partir del endosoma tardio da lugar a los cuerpos multivesiculares (MVB) y por ultimo se da la
fusién de la membrana plasmatica liberando su contenido al espacio extracelular como se observa

en la Figura 14 (Suchorska & Lach, 2016).
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Figura 14 Biogénesis de los exosomas
Fuente: (Xu, Chen, & Yang, 2017)

En células vegetales la via endocitica se da por la invaginacion de proteinas a través de la
membrana plasmatica las mismas que son transportadas a la red trans Golgi (TGN) que funciona
como endosoma temprano debido a que regula el trafico de membranas hacia el reciclaje o la
secrecion. Un subdominio de esta membrana PVC / MVB es conocido como el endosoma tardio

que posteriormente se fusiona con la vacuola, como se observa en la
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2.3.2.1. Biogenesis mediante la via dependiente de ESCRT en plantas

En plantas también se ha observado la presencia del complejo de Clasificacion Exosomal
Requerido para el Transporte (ESCRT) (Figura 16), sin embargo, se ha encontrado componentes
unicos de ESCRT como son el Fyve Domain Protein Required For Endosomal Sorting 1(

FREE1) y Positive Regulator Of Skd1 (PROS) (Gao et al., 2014).

Segun Winter & Hauser, (2006), en plantas no se ha evidenciado la presencia de subunidades
canonicas de ESCRT-0 por ende tras el analisis del genoma de Arabidopsis se ha observado la
presencia de nueve proteinas similares a TOM1 (TOL) con dominios VHS (VPS27, HRS,
STAM) conservados, seguidos de los dominios GAT (GGA y TOM), capaces de unirse
efectivamente a la ubiquitina y regular la internalizacion y clasificacion vacuolar (Korbei et al.,
2013). Ademas, se ha visto la presencia de tres subunidades del complejo ESCRT-I (VPS23,
VPS28 y VPS37), pero sin la presencia de su cuarta subunidad MVB12, permitiendo la
formacion del complejo intacto ESCRT-0/ ESCRT-I, debido a que la subunidad VPS23 logra

unirse a la ubiquitina y asociarse con VPS28 y VPS37 (Spitzer et al., 2006).

Con respecto al complejo ESCRT-II conserva las tres subunidades observadas en mamiferos
(VPS22, VPS25 y VPS36), y en ciertos estudios realizados en Arabidopsis por H.-J. Wang et al.,
2016 muestra que VPS36 tiene la capacidad de unién a la ubiquitina y regulacion de la

biogénesis.

El complejo ESCRT-III también es conservado en plantas, las proteinas CHMP1 (proteina 1

del cuerpo multivesicular) interactia con el complejo VPS4/SKD1-LIP5 activando el complejo
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mediante la contraccion de la membrana y el corte de las yemas dando lugar a las vesiculas

intraluminales (IVL) y corte de las membranas (Spitzer et al., 2006).

Cargo sorting and endosomal maturation

Figura 15 Modelo de ESCRT en plantas
Fuente: (Gao, Zhuang, Shen, & Jiang, 2017)

2.4. Técnicas de aislamiento de exosomas

Los exosomas se han logrado aislar de diferentes fluidos corporales como orina, saliva, plasma
y el método de aislamiento éptimo depende de las aplicaciones posteriores, es decir, si es
necesario exosomas de alta pureza o un gran volumen (Théry et al., 2006). Dentro de los métodos
para el aislamiento de exosomas estan la ultracentrifugacion, cromatografia de exclusion por

tamafio y separacion por inmunoafinidad, entre otros (Figura 17) (Gardiner et al., 2017).

La ultracentrifugacion es el método convencional para el aislamiento de exosomas, esta
técnica se basa en la diferencia de tamafio entre celulas permitiendo la eliminacion de
lipoproteinas, complejos de proteinas extracelulares, agregados y otros componentes mediante
altas centrifugaciones (Gurunathan, Kang, Jeyaraj, Qasim, & Kim, 2019). Sin embargo, estudios
realizados por Van Deun et al., (2014) mencionan que las ultracentrifugaciones con gradiente de

densidad proporcionan una poblacion de nanovesiculas més pura.
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La cromatografia de exclusién permite una separacién de los exosomas pero no de las
microvesiculas, macromoléculas o particulas. Esta técnica permite la elucion secuencial de las
fracciones de vesiculas extracelulares de diferentes tamafios debido al material poroso de la
columna, logrando primero el paso de particulas méas pequefias seguido de proteinas mas grandes

(Gurunathan et al., 2019).

Los métodos de inmunoafinidad permiten el aislamiento de los exosomas mediante las
interacciones proteinas-anticuerpos e interacciones receptores-ligando, siendo util para las
proteinas expresadas en la superficie de los exosomas (Li, Kaslan, Lee, Yao, & Gao, 2017). Este
método emplea perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina que se acopla a los anticuerpos
como anti-CD63,-CD9,-CD8L1 resultando el aislamiento de exosomas especificos (Gurunathan et

al., 2019).(Gurunathan et al., 2019)

La caracterizacion precisa de propiedades fisicoquimicas de los exosomas como tamafio,
forma, carga superficial, densidad y porosidad han sido de gran interés ya que permiten el
conocimiento de sus interacciones bioldgicas. Dentro de las técnicas que se utilizan esta

microscopia electrénica, DLS, citometria de flujo (Figura 17) (Gurunathan et al., 2019).

La técnica utilizada ampliamente para la caracterizacién de estructura, morfologia y tamafio es
la microscopia electronica especificamente TEM, su principio es la creacién de imagenes a
medida que un haz atraviesa la muestra generando electrones secundarios los mismos que son
recolectados y magnificados usando lentes especiales (Mengdi Zhang et al., 2018) Las muestras
antes de ser analizadas deben ser fijadas y deshidratadas logrando inducir posibles cambios en la

morfologia de las EV, por tal motivos se ha propuesto el uso de Cryo-TEM para mantener a las
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células intactas sin cambios estructurales mediante el uso de nitrogeno liquido (Gurunathan et al.,

2019).

La espectroscopia de correlacion de fotones (DLS), es una técnica alternativa para medir el
tamafo de los exosomas, su principio se basa en que un haz de laser coherente monocromatico
pasa a través de una suspension de particulas generando fluctuaciones dependiente del tiempo en
la intensidad de dispersién causada por la interferencia que resulta de los movimientos relativos
de Brownian de las particulas en la muestra. Este equipo tiene la capacidad de medir particulas

desde 1nm hasta 6nm (Gurunathan et al., 2019; Szatanek et al., 2017).
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Aplicaciones de los exosomas.
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Los exosomas como mensajeros celulares poseen potenciales roles en el tratamiento clinico y

la prevencion de diferentes enfermedades (J. Wang et al., 2017). Los exosomas han sido
evaluados como biomarcadores para el diagnéstico y seguimiento de enfermedades, como
inmunomoduladores para suprimir o estimular la respuesta inmune, como vectores para la
administracion de farmacos y como agentes terapeuticos (De Toro, Herschlik, Waldner, &

Mongini, 2015).

La presencia de los exosomas en los fluidos corporales permite que el andlisis de estas
vesiculas constituya una estrategia no invasiva potencial para monitorear la respuesta a nuevos
farmacos en modelos animales y una guia para caracterizar el estado de una infeccion, siendo los
exosomas catalogados como biomarcadores para el diagnostico de enfermedades infecciosas, en
especial formas activas y latentes de infecciones intracelulares (De Toro et al., 2015; Twu &

Johnson, 2014).

Desde el punto de vista terapéutico, varios estudios indican que los exosomas pueden entregar
eficientemente proteinas y acidos nucleicos a células blanco; por consiguiente ser utilizados
como sistemas de administracion de farmacos y genes (Charoenviriyakul et al., 2017

Maheshwari et al., 2017).

2.5.1. Aplicaciones de exosomas de plantas

Las aplicaciones de nanovesiculas derivadas de plantas han incrementado debido a estar
implicadas en la comunicacion entre especies, por esta razon se ha postulado su papel contra

enfermedades inflamatorias y cancerigenas (Mingzhen Zhang et al., 2016).
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Se propuso tratar con nanovesiculas derivadas de toronja enriquecidas con
fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina, ambos lipidos con propiedades antiinflamatorios,
antioxidante y anticolitico, a ratones infectados con colitis para lo cual, el farmaco metotrexato
fue encapsulado mostrando menos toxicidad en comparacion con el farmaco libre y un aumento

de los efectos terapéuticos contra la colitis (B. Wang et al., 2014).

Ensayos in vivo en ratones con colitis han demostrado que las nanovesiculas de tipo exosoma
de uva administradas de manera oral aumentan la proliferacion de células madre intestinales,
ademas de presentar resistencia a la degradacion por la saliva, el ambiente acido del estmago y
las enzimas proteoliticas. Por lo tanto, podria catalogarse como un nuevo sistema de
administracion natural y no téxica para tratar enfermedades del tracto intestinal (Ju, Mu,

Dokland, Zhuang, Wang, Jiang, Deng, et al., 2013; Mingzhen Zhang et al., 2016).

Otra de las aplicaciones de las nanovesiculas derivadas de plantas es su efecto en la progresion
del cancer, segun Raimondo et al., (2015) las nanovesiculas derivadas del jugo de Citrus limon
inhiben la proliferacién celular en diferentes lineas celulares cancerigenas mediante la via de

muerte celular apoptotica mediada por TRAIL, del mismo modo que en ensayos in vivo.
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CAPITULO IlI: MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion geografica

El trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Inmunologia-Virologia y el
Laboratorio de Microscopia Electronica, ambos pertenecientes al Departamento de Ciencias de la
Vida de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE ubicado en Sangolqui en la Av. El

Progreso s/n, canton Rumifiahui, provincia de Pichincha, Ecuador.

Adicionalmente, existié la colaboracion por parte del Laboratorio de Biomedicina ubicado en
la Escuela Superior Politécnica del Litoral - Campus Gustavo Galindo, provincia del Guayas —

Ecuador, en el cual se realizo la ultracentrifugacion de las nanovesiculas del zumo de guanabana.

3.2. Aislamiento y purificacion de nanovesiculas de Guanabana (Annona muricata).

3.2.1. Preparacion de la muestra de Guanabana (Annona muricata).

La preparacién de la muestra de Guanabana se realiz6 en cdmara de bioseguridad manejando
las muestras con esterilidad. Se colocd en un tubo falcon de 50 mL, 25 mL de la pulpa de
guanébana obtenida comercialmente con 25 mL de PBS 1X (Gibco) estéril en una dilucion 1:1
con 1 % de azida de sodio. Posteriormente se procedid a mezclar bien para lograr una

consistencia homogénea (Stanly, Fiume, Capasso, & Pocsfalvi, 2016.).
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3.2.2. Aislamiento de nanovesiculas mediante centrifugaciones seriadas.

Para el proceso de aislamiento se realizaron centrifugaciones seriadas (UNIVERSAL 320 R) a
400xg por 20 minutos a 4°C, para eliminar células y desechos de gran tamafo. Se recogi6 el
sobrenadante y nuevamente fue centrifugado a 800xg por 20 minutos eliminando restos celulares.
Este dltimo sobrenadante se centrifugd a 7600xg por 40 minutos, el pellet se elimind y el

sobrenadante se almaceno a 4°C (Figura 18) (Stanly, Fiume, Capasso, & Pocsfalvi, 2016.).

3.2.3. Aislamiento de nanovesiculas por ultracentrifugacién

El sobrenadante obtenido del proceso anterior se transfirié a tubos de ultracentrifuga (Nalgene
Centrifuge Ware) con 40 mL cada uno. Se centrifugé a 50 000xg a 4°C durante 30 min en la
ultracentrifuga (WX Ultra 80, Thermo Fisher) para eliminar los restos celulares sobrantes.
Posteriormente se recogio el sobrenadante y se procedio6 a centrifugar a 100 000xg a 4°C durante
60 min en la ultracentrifuga (WX Ultra 80, Thermo Fisher). A partir de este paso el pellet es de
gran importancia debido a que contienen las nanovesiculas. Se descart6 el sobrenadante y el
pellet se disolvié en PBS 1X (Gibco) estéril, se centrifugd nuevamente a 100 000xg a 4°C
durante 1 hora. Finalmente, se resuspendié el pellet en 1 mL de PBS para su posterior
purificacion como se observa en la Figura 18. (Li et al., 2017; Théry, Amigorena, Raposo, &

Clayton, 2006).
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Figura 17 Proceso de aislamiento de nano-vesiculas mediante centrifugaciones

seriadas. Modificado
Fuente: (Théry et al., 2006)
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3.2.4. Purificacion de nanovesiculas usando un gradiente de sucrosa-deuterio.

Se coloco 4 mL de una solucion de Tris/sucrosa/agua con deuterio (marca Invitrogen, Sigma-
Aldrich) en un tubo de ultracentrifuga formando un colchén. El pellet obtenido anteriormente se
colocé sobre el colchon, y se centrifugé a 100 000xg por 60 min a 4°C con una desaceleracion
minima del rotor para evitar que se mezcle esta solucion. Se recolect6 aproximadamente 3.5 mL
de la parte superior de la solucion amortiguadora de tris-sucrosa-deuterio que contenian las
nanovesiculas en un nuevo tubo de ultracentrifuga al cual se completé con PBS 1X estéril para
ser centrifugado nuevamente a 100 000xg durante 1 hora a 4°C. Finalmente se elimind el
sobrenadante y se diluyé el pellet en 500 puL- 1000 pL de los diferentes buffer segun los

procedimientos posteriores (Figura 19) (Théry et al., 2006)

()
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Figura 18 Purificacion de nano-vesiculas mediante colchon de sucrosa/tris/deuterio.
Modificado.

Fuente: (Théry et al., 2006)
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3.3. Aislamiento y purificacion de nanovesiculas a partir de células

Se realizd el cultivo de la linea celular U251 (cancer de glioblastoma maligno), en medio
EMEM suplementado con 10 % de suero bovino fetal, 1 % de penicilina-estreptomicina, y 1% de
glutamina. Para obtener una mayor secrecion de exosomas, las células se sometieron a
condiciones de estrés (37 °C sin CO por 3 dias). Se recogio el sobrenadante y se centrifugd a
7600xg por 10 minutos para eliminar los restos celulares, finalmente se elimind el pellet y el

sobrenadante se almacen6 a 4°C.

3.4. Caracterizacion de vesiculas mediante Microscopia Electrénica

3.4.1. Caracterizacion de microvesiculas mediante microscopia electréonica de

Barrido Modo Transmision (STEM)

Las muestras de microvesiculas asiladas del zumo de guanabana tras las centrifugaciones

seriadas (800xg) se fijaron con glutaraldehido (Sigma-Aldrich) al 3% en concentraciones 1:1.

3.4.2. Caracterizacion de nanovesiculas mediante Microscopia Electrdnica de

Txransmision (TEM)

Las muestras de nanovesiculas aisladas y purificadas del zumo de guanabana se fijaron con
glutaraldehido (Sigma-Aldrich) al 3% en concentraciones 1:1. Posteriormente se colocaron 15 uL
de la muestra sobre el mesh. Se dej6 secar por un minuto y el exceso de la muestra fue retirado
con un papel filtro, luego se lavo 10 veces con 10 uL de PBS 1X estéril y una posterior fijacion

con 10uL de acetato de uranilo (Sigma-Aldrich) al 2% tres veces, el exceso se absorbid con un



38
papel. Finalmente se dejo secar al aire libre antes de su observacion por TEM (FEI, FP 5018/11 —

Tecnai G2 spirit twin) cuya resolucion fue de 0,2 nm

3.5. Caracterizacion de proteinas exosomales en nanovesiculas mediante un analisis de

western blot.

3.5.1. Obtencidn de extractos celulares.

Se prepar6 un lisado de células de HFF y U251, la cual expresa genes constitutivos de actina y
GAPDH. Las células se propagaron en una incubadora humidificada a 37 °C y 5% CO,. Las
células U251 se mantuvieron en medio EMEM, suplementado con 10 % de suero bovino fetal, 1
% de penicilina-estreptomicina la suspension celular se centrifugd a 1500 rpm durante 10
minutos; el pellet obtenido se lavd con PBS 1X estéril y se volvid a centrifugar. Se descartd el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 500 uL de buffer RIPA (Santa Cruz Biotechnology,)

Las muestra células fueron almacenadas en -20 °C para su posterior cuantificacion.

3.5.2. Cuantificacién de proteinas totales.

El ensayo de Bradford (Bradford, 1976) es una técnica de cuantificacion basada en el cambio
de absorbancia del colorante Coomassie Brillant Blue G-250 debido a la union a los residuos de
aminoéacidos basicos (arginina) y aromaticos de la proteina (Botanical, Arboretum, Trust, & So-,
1985). La union de la proteina al colorante Coomassie Brillant Blue G-250 estabiliza al colorante
a su forma azul (Amax = 595 nm) (Figura 20), por lo tanto, la cantidad de complejo presente en
la solucion es directamente proporcional a la concentracion de proteina total (Ninfa, Ballou, &

Benore, 2008).
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Figura 19 Principio del ensayo Bradford
Fuente: (Ninfa, Ballou, & Benore, 2008)

Las muestras de lisados de células HFF, U251, nanovesiculas aisladas y purificadas del zumo
de Guanabana (Annona muricata) y de las células de cancer de glioblastoma maligno U251

fueron cuantificadas con el reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich).

Se colocd en cada pocillo 5 pL de cada muestra que consistieron en la gama de proteina
estandar, el blanco y las preparaciones de nanovesiculas (con un factor de dilucion de 5). Seguido
se afiadié 250 uL del reactivo de Bradford y se homogeniz6 por pipeteo. La placa fue incubada a

temperatura ambiente con agitacion lenta constante durante 30 minutos (Figura 21)..
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Figura 20 Ensayo Bradford en placa de 96 pocillos

Postreramente se midié la absorbancia a 595 nm en el espectrofotometro de placas Multiskan
GO (Thermo Scientific). Las lecturas fueron analizadas mediante el software Skanlt que permitio
sustraer el blanco para determinar la absorbancia neta (NET Asgs) (Ecuacion 1), determinar la
media de las absorbancias, generar la curva estandar NET Asqs VS concentracion de proteina
[Bradford] y determinar la concentracion de proteinas de cada muestra en pg/mL a partir de la

ecuacion de la curva estandar (Ecuacion 2), considerando el factor de dilucion (Ecuacién 3).
NET A595 = Asgsmuestra - Asgsblanco (ECU&CI(')n 1)
NET Aggs = a X [Proteina] + b (Ecuacion 2)

[Proteina]l = [Proteinal,.qicuiaaa X FD; FD = Ltotal (Ecuacion 3)

Vmues tra
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3.5.3. Preparacion de muestras para western blot.

Se tomo alicuotas de las muestras de nanovesiculas aisladas de guanabana, nanovesiculas de
U251, y del lisado de células HFF, U251 (40 ug y 15 pg) respectivamente. EI volumen de
muestra de cada alicuota fue calculado considerando la concentracion de proteinas de cada

muestra determinado anteriormente segln la ecuacion 4.

__ Cantidad proteina (Lg) 1mL
Vmuestra -

= (Ecuacion 4)
Concentracion (ug/mkL) 1000 ug

Las muestras de proteinas se prepararon en condiciones desnaturalizantes y reductoras, para lo
cual se afadio el buffer de carga 2X (SDS 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0.07%, 2-
mercaptoetanol 10%, Tris-HCI pH 6.8 125mM) hasta completar un volumen 25 pL por pocillo.
La proteina total de las muestras fue desnaturalizada mediante una incubacién de 10 minutos a

100 °C y enfriada a 4°C por 5 minutos.

3.5.4. Electroforesis vertical

Se elaboraron geles de poliacrilamida utilizando acrilamida/bisacrilamida liquida al 40%
(Sigma-Aldrich). El gel de separacidon se prepar6 al 10% y un gel de concentracion al 4% con una
solucion de Tris-HCI, ambos geles se polimerizaran con tetrametiletilendiamina (TEMED)
(Invitrogen) al 0.1% para posteriormente ser ensamblados. Los geles fueron ensamblados

utilizando el sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) (Figura 22).
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Figura 21 Preparacion de geles de poliacrilamida en el soporte
gel casting de Bio-Rad

Se afiadio el buffer de electroforesis 1X (Tris base 25mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%). Se
cargé 3pL del marcador de peso molecular Precision Plus Protein All Blue Standards, Broad
Range (10-250 kDa) (Bio-Rad) y las muestras de proteinas a analizar. La corrida electroforética

se realizé a 120 V durante 120 minutos a 300 mA (Figura 23).

,
]
A O

Figura 22 Electroforesis vertical mediante el
sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell de Bio-Rad
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3.5.5. Verificacion de presencia de proteinas en gel

El gel de separacion se sumergid en una solucion de tincion (azul de Coomassie R-250 0.5%,
metanol 25%, acido acético glacial 50%) y se incubO a temperatura ambiente con agitacion

durante 30 minutos. Posteriormente el exceso del colorante del gel fue removido

Para preservar los geles; se incubaron durante 30 minutos con agitacion a temperatura
ambiente en una solucién de secado (metanol 30%, &cido acético glacial 6%, glicerol 3%),
seguido el gel fue colocado entre papel celofan humedecido con agua sobre una superficie lisa y

se dejo en reposo durante 24 horas.

3.5.6. Transferencia de proteinas a membrana en medio semi- seco

Se realizd la transferencia de proteinas desde el gel de poliacrilamida a una membrana de
polifluoruro de vinilideno (PDVF) de 0.45um mediante transferencia en medio semi-seco. La
transferencia de proteinas en medio semi-seco se realizo utilizando el equipo Trans-Blot Turbo
(Bio-Rad) de acuerdo con el protocolo para la transferencia. Se equilibré el gel de separacién con
el buffer de transferencia Towbin (Tris base 25mM, glicina 192 mM pH: 8.3, metanol 20%)

durante 10 minutos.

La membrana se humedecié en metanol al 98 % durante 30 segundos para luego ser lavada
con agua MiliQ durante 2 minutos. Posteriormente las seis piezas de papel Whatman de 0.8 mm y
la membrana de PDVF fueron humedecidas en el buffer de transferencia. Se ensamblo el
sanduche de transferencia (Figura 24) y el sistema fue cerrado y colocado en el equipo

programando la corrida con cuatro ciclos de 2.5 Ay 25 V durante 7 minutos.
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Figura 23 Sanduche de trasferencia en Trans-Blot Turbo

3.5.7. Verificacion de proteinas en membrana

Para verificar la transferencia de proteinas a la membrana se realizéd una tincion con la
soluciéon de rojo Ponceau Se document6 las proteinas totales de la membrana utilizando el

sistema de imagen ChemiDoc MP (Bio-Rad).

3.5.8. Inmunomarcaje de proteinas

La membrana de PVDF fue lavada con buffer tris salino (TBS, tris-buffered saline) 1X (tris
base 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) en agitacion durante 10 minutos, se descarto la solucion y

se repitid el lavado.

El bloqueo se realizo incubando la membrana en solucion de bloqueo, la cual fue preparada

con BSA al 5% en buffer TTBS (buffer TBS + Tween 20 0.1%). La membrana se incub¢ a 4°C,
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durante toda la noche, seguido de seis lavados de 10 minutos con buffer TTBS con agitacion a

300 rpm,

Se realizd el marcaje con anticuerpo primario, el cual fue preparado diluyendo cada uno de los
anticuerpos monoclonales en buffer TTBS. La membrana se incub6 con la solucién de anticuerpo
primario durante dos horas a temperatura ambiente con agitacion a 250 rpm, seguido de cinco

lavados de 10 minutos con buffer TTBS y agitacion de 300 rpm a temperatura ambiente.

Para la marcacion con el anticuerpo conjugado a peroxidasa de radbano (HRP, horseradish
peroxidase) Immun-Star Goat Anti-Mouse (GAM)-HRP Conjugate (Bio-Rad). El anticuerpo fue
diluido 1:15 000 en buffer TTBS. La incubacion se realizé durante 2 horas a temperatura
ambiente, con agitacion constante de 250 rpm Yy protegido de la luz, seguido de seis lavados con
buffer TTBS a 300 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos en cada lavado. La deteccion
de la proteina de interés se realizd por quimioluminiscencia, utilizando el kit Clarity ECL
Western Substrate (Bio-Rad), cuyos componentes incluyen una solucién de peréxido y una
solucion de luminol. La solucién del sustrato se preparé mezclando los componentes del kit en

una proporcion 1:1; el volumen preparado del sustrato fue 10 puL por cada cm? de membrana.

Sobre la membrana se afiadidé la solucion del sustrato, considerando que el sustrato se
encuentre en contacto con toda la membrana y verificando que no se formen burbujas.
Finalmente el sustrato fue incubado durante 5 minutos para posteriormente realizarse la lectura de
la membrana utilizando el escaner de membranas con el sistema de imagen ChemiDoc MP (Bio-

Rad).
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3.5.9. Analisis de imagenes

3.5.9.1. Determinacion del peso molecular de proteinas

Las imagenes de los geles y membranas obtenidas con el sistema de imagen ChemiDoc MP se
analizaron en el programa del equipo Image Lab (version 6.0). La herramienta permitio
identificar los carriles y las bandas de forma automatica 0 manual en caso de que el programa no

detectara todos los carriles o bandas.

3.6. Determinacidn de la actividad proliferativa

3.6.1. Cultivo de celular

Se trabajo con tres lineas celulares, dos lineas celulares cancerigenas correspondientes a
cancer de pulmén A549 y cancer de glioblastoma maligno U251 y como control la linea celular
HFF. Las células se mantuvieron en medio DMEM y F12 con 10 % de suero bovino fetal y 1 %

de penicilina-estreptomicina.

3.6.2. Ensayo MTT

El andlisis de viabilidad celular se realizé utilizando el ensayo de MTT (bromuro de 3- (4,5-
dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2- H -tetrazolio). Las células se colocaron en una placa P96 a una
densidad de 3x103 cell/pocillo tratadas a diferentes concentraciones de nanovesiculas del zumo
de guanabana a 24 horas.. La citotoxicidad contra el cancer y las células normales sera medida a
partir de la absorbancia de 560 nm utilizando el espectrofotometro de placas Multiskan GO

(Thermo Scientific). Los datos fueron procesados y el potencial proliferativo de las diferentes
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concentraciones de nanovesiculas del zumo de guandbana se expresé como % de viabilidad

celular.

3.6.3. Ensayo de Apoptosis

Para determinar si la muerte celular es inducida por apoptosis, las células tras la exposicion se
se lavd dos veces con 100 uL de PBS estéril y se procedid a observar en un microscopio de

florescencia con el filtro BW a una longitud de onda de 460-495 nm.

3.6.4. Toma de Iméagenes

Se utilizo el microscopio invertido Micros Austria Sundew MCXI1600 siguiendo los siguientes
parametros: Exposicion (600 ms). Continuos Auto Exposure, Gain:
Se utilizé el microscopio de fluorescencia Olympus ix53 siguiendo los siguiente parametros:

Exposicion (37 ms), Sensibilidad: 1ISO 400, Resolucion: 1600x1200, Calidad: Alta

3.7. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos tras el ensayo de MTT se presentaron como medias £ SD. El analisis
estadistico con un andlisis ANOVA de dos vias utilizando el paquete de software estadistico

Prism (GraphPad Software, EE. UU.). Las diferencias se consideraron significativas a * p <0.05.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de vesiculas mediante microscopia electrénica

4.1.1. Caracterizaciéon de microvesiculas mediante microscopia electrénica de

Barrido Modo Transmision (STEM)

A partir de las centrifugaciones seriadas se logré el aislamiento de microvesiculas de A.
muricata. EI analisis en el microscopio electronico de barrido modo transmision revelé una
poblacion de microvesiculas aglomeradas con presencia de una bicapa lipidica integra como se

observa en la Figura 25.

Figura 24 Microvesiculas de A. muricata cuyos
tamafios corresponden de 100 nm a 450 nm que han
sido aisladas y observadas por STEM.

A) Muestra de microvesiculas diluida
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Tras la visualizacion de las microvesiculas en el microscopio electrénico de barrido modo
transmision se observo una poblacion heterogénea, que mediante el analisis estadistico nos revelo

una poblacion en un rango de 100 nm a 450 nm y una media de 240 nm.

4.1.2. Observacién de nanovesiculas mediante Microscopia Electronica de

Transmision (TEM)

Las nanovesiculas de A. muricata se lograron aislar mediante una serie de pasos de
centrifugaciones, ultra centrifugaciones y purificacion de gradiente de sucrosa-deuterio. Las
particulas fueron identificadas como nanovesiculas de tipo exosomal basadas en el andlisis de
microscopia electronica el cual revel6 poblacion de vesiculas nanométricas en un rango de 40 nm
a 60 nm, mismas que mantuvieron la integridad de su capa lipidica y una morfologia esférica

alargada a manera de un balon desinflado como se observa en la Figura 26.

Figura 25 Nanovesiculas aisladas y purificadas de
A. muricata Nanovesiculas cuyos tamafios oscilan
entre 40- 60 nm observados por TEM con una
resolucion de 0,2um.
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4.2. Caracterizacion de proteinas exosomales en nanovesiculas

4.2.1. Perfil proteico de extractos de células y nanovesiculas aislados del zumo de

guanabana.

La composicion proteica estructural de los extractos de células HFF, U251, microvesiculas y
nanovesiculas de guanadbana se analizé mediante SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10 %

en condiciones desnaturalizantes y reductoras seguido de tincion de azul de Coomassie

Los resultados de SDS-PAGE mostraron que las proteinas estructurales de los dos tipos de
células y los exosomas aislados de las células U251 muestran perfiles similares. Sin embargo,
para las microvesiculas y nanovesiculas aisladas de Guanabana de observé una Unica banda de 76

KDa.

El perfil proteico de los extractos de células HFF, U251, microvesiculas y nanovesiculas
aislados de guanabana observado en membrana de PVDF tefiida con rojo Ponceau después de la
transferencia de proteinas present6 el mismo patron comparado con las proteinas observadas en

gel de poliacrilamida (Figura 27).
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Figura 26 Perfil proteico de extractos de células y aislados de nanovesiculas de
guanabana en membrana de PVDF. M: Precision Plus Protein WesternC Standards,
HFF: Extracto de células HFF, U251: Extracto de células U251, Exo C: Exosomas
aislados de células U451, PG: Pellet de Guanabana, MV’s: Microvesiculas aisladas
de guanabana, Nanovesiculas aisladas de guanabana.

4.2.2. Deteccion de proteinas exosomales

Las muestras de células y nanovesiculas aisladas del zumo de guanabana fueron analizadas
mediante la inmunodeteccion de sus proteinas exosomales: TSPN12, ALIX asi como de la

proteina constitutiva GAPDH (Figura 28).

Se observo que la proteina constitutiva GAPDH fue detectada en las preparaciones de células
HFF y U251 ademas del control de exosomas aislado de células presentando un peso estimado de

36,3 kDa; 36,7 kDa; 36,8 kDa respectivamente (Figura 28A).
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Adicionalmente se probé para las muestras de células y nanovesiculas aislados de guanabana

la inmunodeteccion de la TSPAN12. Se observd que al igual que la proteina GAPDH, la
TSPAN12 presentd deteccion contra las células HFF, U251 y exosomas aislados de células con

un peso aproximado de 30.3 kDa, 30.3 kDa, 33.6 kDa respectivamente (Figura 28B).

Finalmente se detectd la proteina ALIX en las preparaciones, mostrando un patron de tres
bandas de tamafios promedios de 76 kDa, 48 kDa, 32 kDa que pueden constituir una variante de
la proteina dado un splicing alternativo, siendo estas proteinas encargadas de la biogénesis de las

nanovesiculas aisladas del zumo de guanabana.

M HFF U251 Exo. C
A M HFF U251 Exo. C B
250 - 250 — - 250
150 = 150 — - 150
100 = 100 = - 100
75— | W 75 — | o — 75
- | s0— | (D — 50
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20 —-
n-| -
.
o
L r— 5,
15— L) - 145

Figura 27 Western blot para deteccion de A) Inmunomarcaje para deteccion de GADPH, (B)
Inmunodeteccidn de TSPAN12 en nanovesiculas aisladas de guanabana revelado con el
sistema de imagen ChemiDoc. M: Marcador Precision Plus Protein WesternC Standards;
Celulas y Exo células: 15 ug, ExoLM: 5 pg; células: 10 pg
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4.3. Determinacion de la actividad proliferativa en lineas celulares

4.3.1. Ensayo de MTT en lineas celulares

Para el ensayo de MTT (bromuro de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2- H -tetrazolio) se
trabajo con tres lineas celulares, dos lineas celulares cancerigenas correspondientes a cancer de
pulmon A549 y cancer de glioblastoma maligno U251 y una linea celular control fibroblastos
HFF. Las cuatro lineas celulares se examinaron para determinar la viabilidad celular inducida por

las nanovesiculas y microvesiculas aisladas del zumo de guanabana A. muricata (Figura 28-30).

La exposicién a las vesiculas aisladas del zumo de A. muricata a las 24 horas de tratamiento
mostré que la viabilidad celular para la linea control HFF aument6 significativamente a 107%,
105% y 153 % para nanovesiculas y a 107 %, 118 %, 184% para microvesiculas a

concentraciones de 2,5 ug/mL, 5 ug/mL, 10 ug/mL respectivamente.

Por otro lado para la linea celular cancerigena U251 se observd una disminucién del 76%,
55%, 74% para nanovesiculas y a 51 %, 50 %, 61% para microvesiculas a concentraciones de 2,5
ug/mL, 5 ug/mL, 10 ug/mL respectivamente. Sin embargo, la disminucion de la viabilidad celular
para la linea celular A549 fue del 97%, 95%, 93% a la concentracién de 2,5 ug/mL, 5 ug/mL, 10

ug/mL de nanovesiculas.
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Figura 28 Ensayo de viabilidad celular MTT a las 48 horas tras la
exposicion a las nanovesiculas y microvesiculas aisladas del zumo de A.
muricata para las diferentes lineas celulares
A las 48 horas tras el tratamiento no existié una diferencia significativa entre lineas celulares a
las concentraciones de 2,5 y 5 ug/mL de nanovesiculas y microvesiculas aisladas de guanabana,
sin embargo, para la concentracion de 10 ug/mL de nanovesiculas mostrd una inhibicion del
98%, 49% para las lineas celulares A549 y U251 respectivamente, de igual modo a la

concentracion de 10 ug/mL de microvesiculas mostraron inhibicion del 54% para la linea celular

U251 (Figura 30).
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Figura 29 Ensayo de viabilidad celular MTT a las 72 horas tras
la exposicion a las nanovesiculas y microvesiculas aisladas del
zumo de A. muricata para las diferentes lineas celulares

Las 72 horas después del tratamiento se observd que la linea celular HFF a una mayor
concentracion aumenta su viabilidad celular, sin embargo, las dos lineas restantes muestran una
tendencia que disminuye dependiente de la concentracion mostrando que la linea celular U251
presenta una disminucién significativa del 86%, 80%, 49% para nanovesiculas y del 76%, 76% y
32% para microvesiculas a una concentracion de 2,5 ug/mL, 5 ug/mL, 10 ug/mL

respectivamente. Sin embargo, se observéd que para la linea celular A549 existié una inhibicion

significativa solo con la mayor concentracion de nanovesiculas.
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La viabilidad celular tras las 96 horas de exposicidn mantienen la misma tendencia observada
tras las 24, 48, y 72 horas. Se observo una reduccién en las dos lineas cancerigenas A549 y U251;
dependiente de la dosis. Para la linea de cancer de pulmon A549 mostré una disminucion del

90% a una concentracién de 10 ug/ml, mientras que la linea celular U251 del 48 %.

Estos resultados revelan que las células de fibroblastos HFF tras la exposicion a nanovesiculas
y microvesiculas aisladas del zumo de guandbana aumentan su viabilidad celular
significativamente, sin embargo, las lineas celulares cancerigenas mostraron una disminucion de
la viabilidad celular a medida que la dosis aumentaba, observandose una diferencia significativa

(**** p <0.001), en la linea celular de glioblastoma maligno U251.

4.3.2. Ensayo de morfologia y apoptosis en lineas celulares

La observacion directa de las lineas celulares HFF, A549, U251 bajo un microscopio invertido
revel6 cambios en la proliferacion celular después del tratamiento con las nanovesiculas y

microvesiculas aisladas del zumo de guanébana a las 24 horas y 96 horas.

Las células HFF tras la exposicién a las 96 horas mostré un aumento de viabilidad celular
dependiente de la dosis para las diferentes concentraciones de nanovesiculas y microvesiculas
mostrando la formacion de una alta confluencia de células en monocapa (Figura 36), sin
embargo, para las células A549, U251 mostraron células redondas, encogidas y con poco
contacto con las células vecinas, y una reduccion del volumen celular dependiente de la dosis

(Figura 31).
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Figura 30 Ensayo de apoptosis en células HFF tras el tratamiento con las nanovesiculas y
microvesiculas de guanabana.

Micrografias a campo claro de la linea celular HFF a las 24 horas, 96 horas post exposiciéon.
Magnificacion 100X. Micrografias en microscopio de fluorescencia a las 96 horas
Magnificacion 200X. Flechas blacas representan a células apoptoticas tardias y flechas
anaranjadas a células apoptoticas tempranas.

Para probar si la disminucion de la muerte celular observada tras la exposicion a los
tratamientos es inducido por apoptosis, las células fueron tefiidas con bromuro de etidio/ naranja
de acridina (EB/AO) después de las exposiciones a las 96 horas. Como se muestra en las Figuras
36-38. La tincion EB/AO mostrd un aumento de tincion de apoptosis para las lineas A549, U251

dependiente de la concentracion de nanovesiculas aisladas del zumo de guandbana en relacion

con el control negativo correspondientes a células sin exposicion.



59

Las células con una tincion de color verde corresponden a células viables mientras que las
células con el nucleo verde fragmentado representan a células en apoptosis inicial y las vesiculas
de color amarillo/verde de los nacleos condensados se definen como células apoptdticas tardias;
observandose en su mayoria células apoptéticas tardias para la mayor concentracion de

nanovesiculas y microvesiculas.
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CAPITULO V: DISCUSION

Las vesiculas extracelulares producidas por células de mamiferos han sido aisladas
exitosamente de varios fluidos corporales como sangre, semen, saliva, plasma, orina, liquido
cefalorraquideo, leche materna (Theéry et al., 2006). El éxito del aislamiento depende del método
utilizado, segun Konoshenko, Lekchnov, Vlassov, & Laktionov, (2018) la ultracentrifugacion con

gradiente de densidad es considerada como el método 6ptimo debido a la pureza de los aislados.

En plantas el rol de las nanovesiculas era incierto y para entender que aporte presentaban estas
nanovesiculas a las plantas era necesario su aislamiento y purificacion por lo que estudios
realizados por Regente et al., (2009) y afios después por Rutter & Innes, (2017) proporcionan un
protocolo de aislamiento de nanovesciulas basada en el método de ultracentrifugacion con
gradiente de densidad en fluidos apoplasticos de Arabidopsis logrando visualizar estructuras en
forma de copa y ahuecado a partir de 100 nm de diametro, estos hallazgos concuerdan con los de
este estudio el cual a partir de las centrifugaciones seriadas se logré el aislamiento de
microvesiculas de A. muricata visualizadas en el microscopio electronico de barrido modo
transmision revelando una poblacion de microvesiculas con presencia de una bicapa lipidica

(Figura 25) en un rango de 100 nm a 450 nm y una media de 240 nm.

Ademas, Ju, Mu, Dokland, Zhuang, Wang, Jiang, Xiang, et al., (2013) logr6 aislar
nanovesiculas tipo exosomal por primera vez en uva mostrando particulas nanométricas con un
diametro promedio de 380 nm , de igual manera Q. Wang, Zhuang, Mu, Deng, Jiang, Xiang, et
al., (2013) logro aislar nanovesiculas de pomelo con una didmetro de 50 a 300 nm, esto es

congruente con los resultados obtenidos tras el aislamiento por ultracentrifugacion y purificacion
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mostrando vesiculas ahuecadas similares a los estudios anteriores en un rango de 40 a 60 nm

(Figura 26).

Segun Lotvall et al., (2014), el andlisis de western blot constituye uno de los enfoques
analiticos mas confiables para identificar proteinas de interés en una mezcla compleja. Dentro de
los parametros para la realizacion de la técnica, por lo general se implementan anticuerpos con
deteccidn a proteinas constitutivas como GAPDH (Aldridge, Podrebarac, Greenough, & Weiler,
2008; Johnson, 2012). En este estudio se visualizd la deteccion de esta proteina constitutiva en
células y exosomas aislados de células U251 correspondiente una enzima metabdlica involucrada
en la glucolisis, sin embargo, no se obtuvo una expresién en la deteccion en nanovesiculas de

guanébana (Figura 27)

Segun Richardson et al., (2011), la mayoria de las proteinas ESCRT observadas en animales y
levaduras son conservadas en plantas, como son los complejos ESCRT-1; ESCRT-II. ESCRT-III,
sin embargo, se ha visto la presencia de proteinas exclusivas en plantas como es el caso de
FREE1 y TOML1 con funciones similares a las presentadas por el complejo ESCRT-0. Estudios
realizados por Cardona-Lopez et al., (2015) y Kalinowska et al., (2015) hallaron la presencia de
un homologo de la proteina X que interactia con el gen-2 ligado a la apoptosis en mamiferos y la
levadura BRO1p denominado AtBRO1 que interviene en la biogénesis de exosomas mediante la
interaccion con algunas de las proteinas pertenecientes de la maquinaria ESCRT-III y el
reclutamiento de las deubiquitinasa para eliminar la ubiquita antes del secuestro de MVB. De
acuerdo con esta informacion, la biogénesis de exosomas en plantas también es producida
mediante la via dependiente de la maquinaria complejo de Clasificacion Exosomal Requerido

para el Transporte (ESCRT) mostrando concordancia con los datos obtenidos en este estudio tras
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darse la deteccion de la proteina ALIX para nanovesiculas de guanabana (Richardson et al.,

2011).

La presencia de tres bandas en la deteccion de la proteina ALIX segun Trudel, & Weis-Garcia,
(2005) puede deberse a la pérdida de la estructura del epitope de la muestra por dafios sufridos en

la desnaturalizacion o la electroforesis presentando bandas adicionales.

Segun Bicer & Reiser, (2013), la aparicion de multiples bandas tras la deteccion no
necesariamente significa que el anticuerpo reconozca bandas no especificas, por el contrario,
puede deberse a que algunas proteinas pueden sufrir alguna modificacion después de la
traduccion o splicing alternativo dando lugar a reconocimientos de bandas a diferentes masas

moleculares que contienen el mismo epitope de reconocimiento al anticuerpo.

. La presencia de ruido de fondo mostrada tras la deteccion de la proteina ALIX segun
Mahmood & Yang, (2012), se debe a que la membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF) tiene
la capacidad de unir mayores cantidades de proteinas aproximadamente 150 ug/cm? con respecto
a las membranas de nitrocelulosa, sin embargo, esta capacidad aumenta las interacciones

membrana-anticuerpo.

Actualmente han surgido estrategias alternativas para la prevencion y terapia del cancer
enfocandose en la implementacion de compuestos naturales (Ouyang et al., 2014). En literatura
se menciona que la A. muricata debido a su composicion fitoquimica constituida por
acetogeninas, alcaloides, compuestos fenolicos ha presentado actividad antiproliferativa contra

diversos cancer como mama, pulmon, higado, pancreas y cerebro (Pieme et al., 2014).
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Los compuestos denominados acetogeninas han demostrado ampliamente su actividad
anticancerigena mediante mecanismos que suprimen la fosforilacion de moléculas en la ruta
quinasa regulada por la sefal extracelular (ERK) y la ruta del fosfatidilinositol 3 ' quinasa (P13 K
/ Akt) cruciales en el desempefio de la proliferacion y supervivencia de células de cancer de
pancreas (Torres et al., 2012). Ademas de la inhibicion del complejo mitocondrial I, inhibicion de

la NADH oxidasa de las células cancerigenas causantes de apoptosis (Lannuzel, P.P. Michel,

Caparros-Lefebvre, Abaul, & Hocquemiller Ruberg, 2002), por ende segun Casse, 2018, una
de las estrategias terapéuticas contra el cancer es la inhibicién del metabolismo de la glucosa,
debido a que en las células cancerigenas la glucolisis es priorizada sobre la respiracion siendo

mas selectivo contra células cancerigenas.

Nuestros estudios se correlacionan y demuestran que en mayor concentracién de
nanovesiculas y microvesiculas inhiben la proliferacion en células cancerigenas, mostrando una
mayor significancia (p<0.001) para las células de cancer de glioblastoma U251 correspondiente a
una inhibicion del 48 % , las mismas que a las 96 horas mostraron cambios morfol6égicos por

indicios de la presencia de apoptosis.

Segin Mootoosamy & Fawzi Mahomoodally, (2014) tras la exposicion de A. muricata se ha
observado el agotamiento del potencial de membrana mitocondrial provocando la apertura de los
poros, esto se logro evidenciar en la condensacion de la cromatina y la fragmentacion nuclear
mediante la deteccion con tincion de bromuro de etidio / naranja de acridina. La naranja de
acridina impregna todas las células logrando que los nucleos presenten una tincion de color verde

mientras que el bromuro de etidio solo es absorbido cuando la membrana citoplasmatica pierde
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su integridad logrando tefiir el ndcleo de rojo, esto se logro visualizar y tiene relacion con el
porcentaje de viabilidad, mostrando en células vivas un nicleo normal el cual se observa en
células sanas HFF sin embargo, para células de cancer de pulmon A549 existid la presencia de
apoptosis temprana con nucleos verdes brillantes pero con cromatina condensada o fragmentada
por el contrario para células cancer de glioblastoma U251, se observo células apopt6ticas tardias

con cromatina naranja condensada y fragmentada.

Por lo tanto nuestros estudios mostraron una poblacion de nanovesiculas aisladas de A.
muricata con morfologia y tamafio similar a los exosomas secretados por células de mamiferos
ademas se demostrd que estas nanovesiculas son estables y juegan un papel importante en la
comunicacion entre reinos mostrando un efecto antiproliferativo en células cancerigenas

principalmente en células de cerebro.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Se logro aislar y purificar vesiculas extracelulares correspondientes a microvesiculas 'y
nanovesiculas mediante técnicas de centrifugacion, ultracentrifugacion y purificacion con
gradiente de sucrosa observadas en microscopia electrénica en un rango de 100-450 nmy
40-60 nm respectivamente.

Mediante la caracterizacion de proteinas exosomales de las nanovesiculas aisladas de
guanabana se logro la deteccidn de la proteina ALIX, misma que esta implicada en la
biogénesis dependiente de la maquinaria del complejo de clasificacion endosomal
requerido para el transporte ESCRT.

Las nanovesiculas aisladas del zumo de guanabana presentaron actividad antiproliferativa
en las dos lineas celulares correspondientes a cancer de pulmén A549 y cancer de
glioblastoma maligno U251, mostrando una disminucion de la proliferacion celular

dependiente de la dosis.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Disponer de equipos especializados para la realizacion de técnicas de aislamiento y
purificacion de nanovesiculas desarrolladas en esta investigacion.

Con el fin de conocer a detalle los componentes de las nanovesiculas aisladas de
guandbana se recomienda la implementacion de técnicas como la protedmica y
transciptémica.

Complementar con ensayos de actividad enzimética, permeabilidad de la membrana
celular, adherencia celular, produccién de ATP, produccién de coenzimas y actividad de
captacion de nucle6tidos y posteriormente estudiar las vias de muerte celular que estan

involucradas tras la exposicion a las nanovesiculas
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