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Resumen 

Las vesículas extracelulares como los exosomas, han sido ampliamente estudiadas en mamíferos. Su 

interés es creciente en los últimos años debido al potencial que albergan como vehículos de 

comunicación intercelular efectores de cambios a nivel genético molecular. Las investigaciones en 

exosomas de frutas prometen aprovechar estas funcionalidades evitando problemas de disponibilidad y 

rendimiento comúnmente encontrados en exosomas derivados de células mamíferas. La producción de 

frutas durante todo el año sumado a la variedad de recursos biológicos de nuestro país, Ecuador, brinda 

la disponibilidad de materia prima para el desarrollo de productos biotecnológicos derivados. Por tanto, 

el presente proyecto tiene como objetivo obtener exosomas de maracuyá, taxo y lima. Se logró 

evidenciar la existencia de exosomas de estas frutas mediante el aislamiento de poblaciones 

heterogéneas, con un rango de tamaño de 30 a 83 nanómetros. La caracterización de proteínas 

exosomales identificó proteína ALIX en todas las muestras y tetraspaninas como CD63, CD81 y CD69 en 

dependencia del origen. Los ensayos de citotoxicidad revelaron efectos antiproliferativos de los 

exosomas en línea celular HeLa luego de 48 horas de exposición y de manera general no se observó 

reducción de la viabilidad celular en líneas celulares normales con excepción de los exosomas derivados 

de maracuyá aplicados a una mayor concentración. Las investigaciones concernientes a obtención de 

exosomas frutales actúan como el primer paso hacia el aprovechamiento de estas vesículas para su 

aplicación en ámbitos biomédicos de diagnóstico patológico y tratamiento de enfermedades de tipo 

oncológicas.  

Palabras clave: vesículas extracelulares, exosomas, Passiflora edulis, Passiflora tripartita, Citrus x 

aurantifolia. 
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Abstract 

Extracellular vesicles such as exosomes have been extensively studied in mammals. Their interest has 

been growing in recent years due to their potential as intercellular communication vehicles that effect 

changes at molecular and genetic levels. Research on fruit exosomes promises to take advantage of 

these functionalities while bypassing availability and performance limitations commonly found in 

exosomes derived from mammalian cells. The production of fruits throughout the year added to the 

variety of biological resources of our country, Ecuador, provides the availability of raw material for the 

development of derived biotechnological products. Therefore, this project aims to obtain exosomes 

from passion fruit, taxo and lime. It was possible to demonstrate the existence of exosomes of these 

fruits by isolating heterogeneous populations, with a size range of 30 to 83 nanometers. 

Characterization of exosomal proteins identified ALIX protein in all samples and tetraspanins as CD63, 

CD81 and CD69 depending on the origin. Cytotoxicity assays revealed antiproliferative effects of 

exosomes in HeLa cell lines after 48 hours of exposure and, in general, no reduction in cell viability was 

observed in normal cell lines, with the exception of passion fruit-derived exosomes applied at higher 

concentrations. The investigations concerning the isolation of fruit exosomes act as the first step 

towards the use of these vesicles for their application in biomedical fields of pathological diagnosis and 

treatment of oncological diseases. 

Keywords: extracellular vesicles, exosomes, Passiflora edulis, Passiflora tripartita, Citrus x 

aurantifolia.
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Capítulo I: Introducción 

Antecedentes 

La descripción de vesículas extracelulares, con un tamaño dentro de la escala nanométrica (1-

100 nm), se dio por primera vez en 1983 (Harding et al., 2013; Pan & Johnstone, 1983). Pero no fue 

hasta 1987 que Rose Johnston acuñó el término “exosoma”, para referirse a estas vesículas las cuales se 

liberan luego de la fusión de los denominados cuerpos multivesiculares (MVB’s) con la membrana 

celular en un proceso de exocitosis (Shanmuganathan et al., 2018). Desde entonces, la investigación 

enfocada en los exosomas provenientes de distintos tipos de células ha aumentado gradualmente. Hoy 

en día, se conoce que estas vesículas son secretadas por todas las células vivas y que su contenido es 

complejo y diverso tanto interna como superficialmente abarcando: antígenos, proteínas, lípidos, 

integrinas, enzimas, vitaminas, metabolitos y hasta RNA (Yokoi & Ochiya, 2021). También, se ha 

descubierto que los exosomas participan como mediadores en interacciones celulares normales y 

patológicas (Harding et al., 2013). Por esto, las investigaciones no solo se han enfocado en dilucidar el 

proceso de formación de estas nano vesículas sino también en desarrollar y mejorar aplicaciones para 

las mismas debido a la variedad de cargas presentes y a su biocompatibilidad (Akuma et al., 2019).  

La secreción y caracterización de exosomas ha sido ampliamente estudiada en células de 

mamíferos (Adem & Melo, 2017). Sin embargo, debido a que su secreción es inherente a todos los 

dominios de la vida, el estudio de exosomas en otros tipos de células ha aumentado gradualmente. 

Aunque el común denominador de los exosomas es la comunicación intercelular (Y. Zhang et al., 2019), 

se ha descrito exosomas en: bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, involucrados en procesos de 

virulencia, interacción con el huésped y transferencia horizontal de material genético (Y. Liu et al., 

2018); en helmintos, jugando roles fundamentales en la infección del parásito para modular la respuesta 

inmune del huésped (L.-Q. Wang et al., 2020); en hongos, envueltos en procesos de formación de hifas y 
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de alteración morfológica de paredes celulares (Rizzo et al., 2020); y en plantas, implicados en procesos 

de señalización y de respuesta ante patógenos (Kim et al., 2022).  

Actualmente existen investigaciones que resaltan el potencial de los exosomas en un abanico de 

aplicaciones. Por ejemplo, la regeneración de tejidos y curación de heridas mejora luego de la aplicación 

de exosomas derivados de células madre mesenquimales (Choi et al., 2019; Shi et al., 2020), esto debido 

a su rico contenido en factores de crecimiento o en micro-RNA (miRNA) envueltos específicamente en 

las distintas etapas de curación de la herida (Hade et al., 2021). De igual manera, se ha investigado los 

efectos de los exosomas en regeneración de tejido hepático, cardiovascular y óseo con resultados 

prometedores (Lazar et al., 2018; Y. Liu et al., 2019; Tan et al., 2014). En estas investigaciones, se resalta 

que el mecanismo de acción de los exosomas administrados depende principalmente de su carga. Las 

proteínas presentes en las membranas de los exosomas están involucradas en procesos como 

localización, adhesión y fusión de membranas, lo que sumado a su estabilidad y biocompatibilidad los 

hace candidatos ideales para el uso en carga y entrega de fármacos (Akuma et al., 2019). Los exosomas 

no solo han sido probados como terapéuticos sino también como potenciales biomarcadores de cuadros 

clínicos complejos, en donde la carga de estos varía dependiendo del estadio del paciente (Kalani et al., 

2020). De allí que el monitoreo y caracterización temprana del contenido exosomal, proveniente de los 

tejidos involucrados en la enfermedad, puede suponer una preparación adecuada para el tratamiento 

de los pacientes. Debido a su rol natural en la comunicación intercelular, algunos estudios se han 

centrado en la caracterización y función de los exosomas en la progresión de distintos tipos de cáncer. 

Se ha encontrado que los exosomas son parte fundamental en la regulación del microambiente tumoral 

(Yokoi & Ochiya, 2021) y están involucrados en procesos de angiogénesis y metástasis (J. Dai et al., 

2020). En estos casos, el estudio de los exosomas puede ser de utilidad para comprender los 

mecanismos en el avance del cáncer y posiblemente obtener nuevas dianas terapéuticas.  
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Justificación 

En el año 2020 se presentaron 29 273 nuevos casos de cáncer en el Ecuador y las estadísticas 

poblacionales indican un riesgo del 15.2% de desarrollar algún tipo de cáncer antes de los 75 años, 

siendo los más frecuentes los cánceres de: mama, próstata, colorrectal, estómago y tiroides (Ecuador - 

Population Fact Sheets, 2021). Las terapias para el cáncer han aumentado considerablemente en los 

últimos 20 años; la detección temprana, la cirugía oncológica y el desarrollo de nuevos fármacos 

dirigidos han supuesto una ganancia en la supervivencia de los pacientes diagnosticados (Lluch 

Hernández, 2016). Los estudios comprensivos sobre el cáncer han permitido descubrir nuevas áreas de 

interés con un potencial de mejorar las terapias existentes o desarrollar nuevas y más efectivas; entre 

estas áreas encontramos el estudio de microbiomas y exosomas (Ando et al., 2021). Al ser participantes 

en la comunicación intercelular, los exosomas juegan un papel fundamental en la progresión tumoral 

(Syn et al., 2017). El estudio de exosomas derivados de tumores se presenta como una herramienta 

importante para la prognosis de la enfermedad (Tai et al., 2018). Existe evidencia creciente que sugiere 

que los exosomas derivados de distintos tejidos tienen efectos inmunomoduladores y serían capaces de 

operar como agentes terapéuticos por sí solos (Xu et al., 2020). Además de ello, estudios en la utilización 

de exosomas exógenos han determinado que también son capaces de ingresar en células tumorales, por 

lo que tienen un potencial importante para ser utilizados como vectores para la entrega de fármacos 

(Antimisiaris et al., 2018; Luan et al., 2017). 

Las investigaciones concernientes a las aplicaciones anti proliferativas de los exosomas se han 

basado en su mayoría en aquellos derivados de células de mamíferos (Xu et al., 2020). Y aunque algunos 

de estos estudios han tenido resultados prometedores, la producción de exosomas aún tiene limitantes 

como: rendimiento, procesos de producción lentos, y en general, dificultades para obtener calidad y 

uniformidad constante (P. Li et al., 2017). Es por ello que los exosomas derivados de plantas se 

presentan como una alternativa, manteniendo las características deseables de los exosomas de origen 
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natural y a su vez dando paso a la posibilidad de escalar la producción de manera menos complicada 

(Akuma et al., 2019; Kim et al., 2022).  

La mayor parte de estudios en exosomas derivados de frutos se han concentrado en algunas 

especies entre las que se destacan: Cocos nucifera, Zingiber officinale, Vitis vinifera, Citrus reticulata, 

Solanum lycopersicum, Citrus limon y Fragaria x ananassa (Logozzi et al., 2021; Pérez-Bermúdez et al., 

2017; Perut et al., 2021; Redman, 2021; Xiao et al., 2018). A pesar de que en Ecuador existen 

condiciones que favorecen el desarrollo de una variedad de frutos tanto nativos como introducidos 

(Cañizares & Jaramillo, 2015; Inlago, 2020; UTEPI, 2006), la búsqueda bibliográfica refleja escasos 

resultados de estudios que describan exosomas frutales dentro del país. Además de tener valor 

alimenticio, muchos de los frutos disponibles en el Ecuador poseen compuestos con propiedades 

beneficiosas que han sido explotadas en la medicina ancestral. Por ejemplo, dentro de la familia de las 

pasifloráceas (Passifloraceae) encontramos el taxo (Passiflora tripartita Poir) y la maracuyá (Passiflora 

edulis Sims), en el caso del fruto del primero se ha descrito la presencia de flavonoides y carotenoides 

antioxidantes (Simirgiotis et al., 2013), y pectinas con roles en la digestión de lípidos (Espinal et al., 

2016); mientras que en la fruta de maracuyá existe evidencia de fenoles, carotenoides y ácidos grasos 

antiinflamatorios y antioxidantes (X. He et al., 2020; Silva et al., 2015). Por otro lado, en el fruto de lima 

(Citrus x aurantifolia Swingle) se han descrito limonoides y flavonoides bioactivos capaces de inducir la 

apoptosis en células cancerígenas (Narang & Jiraungkoorskul, 2016; Patil et al., 2009). La disponibilidad y 

propiedades de estas frutas hacen que la investigación enfocada en ellas albergue el potencial de 

representar una fuente importante para el desarrollo de productos biotecnológicos en el país. 

El presente estudio tiene la intención de obtener exosomas a partir de maracuyá (Passiflora 

edulis Sims, Passifloraceae), taxo (Passiflora tripartita Poir, Passifloraceae) y lima (Citrus x aurantifolia 

Swingle, Rutaceae) con la finalidad de caracterizar su perfil proteico y posteriormente determinar su 

citotoxicidad en líneas celulares humanas. 
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Objetivos 

Objetivo General 

Obtener exosomas a partir de maracuyá (Passiflora edulis Sims, Passifloraceae), taxo (Passiflora 

tripartita Poir, Passifloraceae) y lima (Citrus x aurantifolia Swingle, Rutaceae). 

Objetivos Específicos 

Caracterizar exosomas a partir de frutos de maracuyá (Passiflora edulis Sims, Passifloraceae), 

taxo (Passiflora tripartita Poir, Passifloraceae) y lima (Citrus x aurantifolia Swingle, Rutaceae). 

Analizar el perfil proteico de exosomas de maracuyá (Passiflora edulis Sims, Passifloraceae), taxo 

(Passiflora tripartita Poir, Passifloraceae) y lima (Citrus x aurantifolia Swingle, Rutaceae) mediante 

electroforesis vertical. 

Determinar la citotoxicidad de exosomas de maracuyá (Passiflora edulis Sims, Passifloraceae), 

taxo (Passiflora tripartita Poir, Passifloraceae) y lima (Citrus x aurantifolia Swingle, Rutaceae) mediante 

ensayo colorimétrico con Bromuro de 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difeniltetrazolio (MTT). 

Hipótesis 

Las frutas de maracuyá, taxo y lima secretan exosomas con efectos citotóxicos en líneas 

celulares cancerígenas.  
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Capítulo II: Marco teórico 

Vesículas extracelulares de origen vegetal 

Se denomina como vesículas extracelulares (EV’s) a la familia de estructuras lipoproteicas 

esféricas delimitadas por una membrana bilipídica que son liberadas por células procariotas y eucariotas 

al espacio extracelular (Urzì et al., 2021). La familia de EV’s comprende un conjunto heterogéneo de 

vesículas con respecto a su origen, tamaño y contenido. Actualmente se encuentran categorizadas en 

exosomas, microvesículas y vesículas derivadas de la apoptosis (van Niel et al., 2018). El tamaño de las 

EV’s se encuentra en un rango de 30-10000 nm (G. Liu et al., 2021), y aunque inicialmente se pensaba 

que su producción era un mecanismo celular para la remoción de desechos intracelulares, hoy en día se 

conoce que las EV’s participan activamente en varios procesos como: respuesta inmune, comunicación 

intercelular, presentación de antígenos, entre otras (Colombo et al., 2014). Podría pensarse que la 

existencia de la pared celular en células vegetales previene la formación de EV’s o interrumpe en las 

funciones antes mencionadas. Sin embargo, la evidencia existente sugiere que además de que las células 

vegetales son capaces de producir EV’s, su función en estos organismos incluye la defensa ante 

patógenos, modulación del crecimiento e incluso en relaciones de simbiosis entre planta y 

microorganismo (Cui et al., 2020). Por ejemplo, en el estudio realizado por Meyer et al. (2009), luego de 

la infección por el hongo Golovinomyces orontii en Arabidopsis thaliana, se logró identificar proteínas 

con roles de defensa incorporadas en compartimentos inducidos por el patógeno las cuales eran 

transportadas por vesículas de tipo exosomas. De igual manera, se ha observado vesículas extracelulares 

en la interfase existente entre micorrizas arbusculares y su hospedero, lo que sugiere una función tanto 

de incrementar el área de contacto como de intercambio de señales y nutrientes entre los simbiontes 

(Roth et al., 2019). 
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Exosomas  

Biogénesis 

La formación de exosomas ha sido estudiada en células animales (Juan & Fürthauer, 2018), sin 

embargo, Nemati et al. (2022) sugieren que la vía de biogénesis en células vegetales es similar. Este 

proceso se puede describir como uno de doble internalización que empieza con una primera 

invaginación de la membrana plasmática para la formación de un endosoma temprano, el cual puede 

contener cargamento del medio extracelular, así como de la membrana celular (G. Liu et al., 2021). La 

segunda invaginación ocurre en el endosoma temprano y forma vesículas intraluminales (ILV’s) con 

cargamento proveniente del citoplasma o la red trans del aparato de Golgi. Las estructuras endosomales 

que contienen varias ILV’s y son capaces de secuestrar proteínas, lípidos y varios tipos de cargamentos 

son los denominados MVB’s o endosomas tardíos. Una vez formados los MVB’s, estos son transportados 

hacia la membrana plasmática nuevamente, en donde la fusión de membranas ocasiona que las ILV’s 

sean expulsadas al medio extracelular en forma de exosomas. De manera alternativa los MVB’s pueden 

ser transportados hacia lisosomas para su posterior degradación o, su cargamento puede ser reciclado 

mediante la red trans del aparato de Golgi (Figura 1) (Y. Zhang et al., 2019).  
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Figura 1 
 
Esquema general de formación de exosomas mostrando alternativas a la secreción extracelular 

 

Nota. Los MVB’s pueden sufrir degradación de sus componentes, o los mismos también pueden ser 

reciclados por la red trans del aparato de Golgi (Gurunathan et al., 2021). 

Uno de los principales mecanismos en la formación de exosomas corresponde a la maquinaria 

del complejo de clasificación endosomal necesario para el transporte (ESCRT) compuesto por 4 distintos 

núcleos (ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III) y proteínas asociadas como ALIX, Tsg101 y VPS4 (Gurung 

et al., 2021; Y. Zhang et al., 2019). La función del complejo empieza con la acción de ESCRT-0 mediante 

el reconocimiento y posterior captura de proteínas ubiquitinadas hacia la membrana del endosoma, 

gracias a sus subunidades de unión a ubiquitina. Luego, tanto ESCRT-I y -II son reclutadas e interactúan 

para promover la invaginación del endosoma y formar un cuello de membrana. Finalmente, ESCRT-III es 

movilizada para la formación completa del complejo e iniciar con la ecisión del cuello de membrana y 

posterior producción de una ILV (Figura 2). El complejo ESCRT luego se separa del endosoma tardío 

mediante consumo de ATP y puede ser reciclado para la formación de otras ILV’s (Gurung et al., 2021; G. 

Liu et al., 2021). 



25 
 

Se ha reportado también la existencia de vías independientes del complejo ESCRT para la 

formación de exosomas. En estas vías alternativas participan varios tipos de proteínas como 

intermediarios para la formación de ILV’s, entre ellas se encuentra la sintenina y proteínas 

transmembranales pertenecientes a la familia de tetraspaninas (Tschuschke et al., 2020).  

Figura 2 

 

Esquema de formación de ILVs y secreción como exosomas mediante vía dependiente de ESCRT 

 

Nota. La formación de exosomas se da mediante la formación de un MVB dentro del cual se forman 

decenas de ILVs que serán luego secretados por fusión de membranas (Gurung et al., 2021). 

Cargamento exosomal 

Al ser un grupo de vesículas heterogéneas, el cargamento exosomal es complejo y depende en 

gran parte de la célula parental. Por tanto, los constituyentes de los exosomas son variados y se han 

identificado proteínas, azúcares, lípidos, mRNAs y miRNAs (Y. Zhang et al., 2019). A pesar de esta 

variación, existe cierta similitud en perfiles proteicos y lipídicos debido a mecanismos de formación y de 

actividad biológica en común. Por ejemplo, las proteínas de tipo tetraspaninas (CD63, CD9 y CD81) así 
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como aquellas asociadas al complejo ESCRT (Proteína X interactiva con ALG-2 (ALIX) y Tsg101) suelen 

utilizarse como marcadores exosomales en mamíferos (Wei et al., 2021). En Arabidopsis thaliana, se han 

identificado 17 genes codificantes para tetraspaninas y aunque su similitud a nivel de aminoácidos es 

limitada, existen analogías conservadas a nivel estructural; específicamente TET8 y TET9 se pueden 

considerar como marcadores exosomales en plantas (B. He et al., 2021; Nemati et al., 2022).  Por otro 

lado, lípidos como colesterol, esfingolípidos y ceramidas están involucrados en la estabilidad de la 

vesícula y también influyen en los procesos de reconocimiento e internalización (Wei et al., 2021). La 

caracterización de ácidos nucleicos en común en exosomas es más compleja puesto que este tipo de 

moléculas están involucradas en comunicación intercelular y, por tanto, dependen de manera más 

directa del tipo de célula y tejido (Urzì et al., 2021). A pesar de ello, se ha logrado encontrar miRNAs que 

actúan como marcadores tanto de procesos patológicos como normales (Harding et al., 2013; Yue et al., 

2020). 

Función biológica 

La principal función de los exosomas es servir como vehículo de comunicación intercelular (Y. 

Zhang et al., 2019). Yang et al. (2020), mencionan que existen tres vías distintas en la que los exosomas 

transfieren información. La primera se refiere al contacto entre proteínas de membrana que ocasiona 

una cascada de señales en la célula diana. La segunda vía es la internalización del contenido exosomal 

mediante la fusión de membranas. Por último, la célula diana puede fagocitar directamente al exosoma 

y por tanto el cargamento también es internalizado. La comunicación intercelular mediada por 

exosomas no ocurre únicamente en tejidos localizados, los exosomas pueden ejercer efectos sistémicos 

e incluso, en mamíferos, se ha evidenciado que son capaces de atravesar la barrera hematoencefálica y 

por tanto tener efectos sobre el sistema nervioso central (Isaac et al., 2021). Los exosomas también 

tienen funciones en el sistema inmune, específicamente en la regulación del mismo que incluye 

activación, supresión y presentación de antígenos (Y. Zhang et al., 2019). Los diferentes componentes de 
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los exosomas tienen efectos sobre el metabolismo. Por ejemplo, se ha encontrado que los exosomas, a 

través de cargamentos de enzimas o miRNAs, pueden regular el metabolismo lipídico en sus procesos de 

síntesis, transporte y degradación (W. Wang et al., 2020). El efecto de los exosomas sobre el 

metabolismo también ha sido estudiado en el microambiente tumoral, y se han observado los efectos 

de los exosomas provenientes de células cancerígenas para reprogramar el metabolismo y participar en 

procesos de proliferación e inmunosupresión (E. Yang et al., 2020). De manera general, los exosomas 

también poseen efectos regulatorios benéficos sobre el organismo. Entre los mecanismos antioxidantes 

de los exosomas encontramos supresión de inflamación, protección mitocondrial y eliminación de 

especies reactivas de oxígeno (Xia et al., 2021). Aunque aún no se han dilucidado por completo, algunos 

estudios han arrojado luces sobre el funcionamiento de esos mecanismos. Por ejemplo, el estudio de 

Wang et al. (2020), demostró que los exosomas son capaces de regular la vía de señalización del factor 

nuclear eritroide derivado del 2 (Nrf2), estimulando la expresión de enzimas antioxidantes y reparando 

los daños provocados por el estrés oxidativo. Incluso, se ha observado que la liberación de exosomas 

con efectos antioxidantes, ya sea por su contenido en moléculas bioactivas o en miRNAs de regulación, 

aumenta bajo escenarios de estrés oxidativo (Chiaradia et al., 2021).  

Aplicaciones 

Los mecanismos de interacción de las vesículas extracelulares con células diana, sumado a 

características como biocompatibilidad, estabilidad y variedad de cargas las han hecho blanco de varias 

investigaciones (Y. Zhang et al., 2019). Debido a sus características que reflejan procesos celulares de 

tejidos específicos, algunas investigaciones se han enfocado en usar los exosomas como biomarcadores 

usados en el diagnóstico de enfermedades. Por ejemplo, en casos de infarto cerebral isquémico, se ha 

encontrado que la cantidad de ciertos miRNAs en exosomas aumenta conforme a la severidad del 

cuadro (Hade et al., 2021), la recolección de exosomas a partir de fluidos corporales es menos invasiva y 

por tanto también supone ventajas en el momento de diagnosticar enfermedades complejas. Este 
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diagnóstico a través de exosomas podría trasladarse también al reino vegetal, en donde se ha 

identificado exosomas transportadores de RNA pequeño que actúan como silenciadores de genes 

virulencia en caso de infección con hongos (Cai et al., 2018). 

Otra de las aplicaciones se enfoca en el área de terapéuticos, en donde se aprovecha la 

capacidad de exosomas como transportadores naturales. Por sí solos, el contenido de ácidos nucleicos, 

proteínas y metabolitos presentes en los exosomas de varios organismos han mostrado efectos anti 

inflamatorios, anti oxidantes y antiproliferativos (Nemati et al., 2022). Además, por sus propiedades de 

baja inmunogenicidad, baja toxicidad y de actuar sobre tejidos específicos, los exosomas están siendo 

estudiados como transportadores de agentes terapéuticos con capacidades mejoradas de 

permeabilidad, estabilidad, tiempo de circulación y efectividad de entrega de la carga (Liang et al., 

2021). En este mismo ámbito, los exosomas están siendo investigados por su potencial para ser usados 

como vacunas terapéuticas, capaces de inducir la respuesta inmune hacia antígenos específicos de 

tumores que normalmente evaden el sistema inmunológico. Uno de los enfoques principales se basa en 

la formulación de vacunas autólogas de exosomas derivados de células dendríticas, los cuales son 

capaces de inducir la inmunocompetencia y presentan más resistencia a mecanismos supresores del 

ambiente tumoral (P. Santos & Almeida, 2021). Se ha encontrado que el uso de exosomas derivados de 

plantas tienen efectos biológicos en otros organismos (Kim et al., 2022), algunos de estos estudios junto 

con las funciones encontradas se presentan a continuación: 

Tabla 1 

 

Investigaciones y aplicaciones de exosomas derivados de plantas. 

Planta de origen Función Referencia 

Vitis vinifera Tratamiento de colitis, promoción de la reparación de 

tejido intestinal 

(Ju et al., 2013) 
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Planta de origen Función Referencia 

Citrus x paradisi Efectos antiproliferativos en líneas cancerígenas con la 

inclusión de agentes terapéuticos 

(Q. Wang et al., 2013) 

Zingiber officinale Mejora la inhibición quimioterapéutica mediante la 

conjugación con agentes anticancerígenos 

(M. Zhang et al., 2016) 

Citrus limon Promueve efectos  apoptóticos en líneas cancerígenas (Raimondo et al., 2015) 

Nota. Los estudios presentados incluyen ensayos in vitro, in vivo o ambos.  

Maracuyá (Passiflora edulis) 

Descripción  

Enredadera leñosa perenne perteneciente a la familia Passifloraceae. Sus hojas maduras miden 

de 7.5 a 20 cm de largo que crecen de forma alternada y trilobuladas, con color verde brillante en su haz 

y más opaco en el envés. Su flor mide de 5 a 7.5 cm de ancho y es reconocida por los radios blancos y 

morados con forma de corona, posee un androginóforo con un estilo central de tamaño prominente y 

ramificado en tres estigmas situado por encima de cinco estambres con grandes anteras (Figura 3) 

(Rodriguez‐Amaya, 2012). 

Figura 3 

 

Passiflora edulis 

 

Nota. Fruto de maracuyá maduro (A), fruto de maracuyá en planta (B), flor de maracuyá (C). 

El fruto de maracuyá es de tipo baya con forma ovoide con un diámetro que va de los 4 a 7.5 cm 

y un rango de peso de 35 a 80 gramos. Posee una corteza lisa cuya tonalidad puede variar dependiendo 

A CB 
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del cultivar desde purpura oscuro a color amarillo claro (Morton, 1987). Una pulpa blanca de 

aproximadamente 6 mm de espesor protege a las numerosas semillas comestibles de su interior. Las 

semillas, que varían de color negro a marrón oscuro están envueltas por sacos membranosos llenos de 

pulpa color amarilla (Figura 3A), la cual posee una fragancia intensa de sabor atractivo con tonalidades 

que varían de ácido a sub-ácido (Schotsmans & Fischer, 2011).  

Taxonomía  

Descrita por primera vez por John Sims en el año 1818 (Bernacci et al., 2008) la fruta de 

Passiflora edulis es conocida con distintos nombres según el idioma y según cada país. Por ejemplo: 

parcha (Puerto Rico), mburucuyá (Uruguay, Paraguay), parchita (Venezuela), chinola (República 

Dominicana), maracuyá (Colombia, Ecuador), passion fruit (inglés) (Morton, 1987). Su taxonomía se 

detalla a continuación:  

Reino: Plantae 

División: Tracheophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Malpighiales 

Familia: Passifloraceae 

Género: Passiflora 

Especie: Passiflora edulis (ITIS - Report: Passiflora edulis, 2011) 

Origen y distribución, producción en Ecuador 

El género Passiflora concentra su mayor diversidad genética en países andinos de Sudamérica, lo 

que según Ocampo et al. (2007), confirma que esta área dio origen al género. La especie Passiflora edulis 

Sims que domina los cultivos comerciales es nativa de la región brasileña. Actualmente se encuentra 

distribuida de manera global ya que se encuentran cultivos de esta especie en África, Australia, Asia y 

Sudamérica (Schotsmans & Fischer, 2011).  
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La enredadera se cultiva de mejor manera en climas tropicales y subtropicales, en donde la 

altitud dependerá de la variante cultivada, los registros muestran existencias de cultivares en 

elevaciones desde los 0 m.s.n.m. hasta los 2500 m.s.n.m. (Fischer et al., 2009).  Su temperatura óptima 

de crecimiento es de 26.5 °C, aunque se desarrolla bien entre los 21 y 32 °C. Prefiere suelos franco 

arenosos con poca concentración de sales y un pH de entre 5.0 a 7.5 en regiones con precipitaciones 

anuales de entre 600 a 2500 mm. Los suelos deben poseer una buena capacidad de drenado para evitar 

el encharcamiento y posterior podredumbre de raíces (Morton, 1987).  

El cultivo de maracuyá en el Ecuador se concentra en la región litoral del país destacando entre 

ellas la producción en la zona norte y centro (Esmeraldas, Santo Domingo de los Tsáchilas, Manabí, Los 

Ríos) (Valarezo et al., 2014). Su importancia tanto para consumo nacional como exportación se ve 

reflejada en la superficie sembrada que para el año de 2021 alcanzaba las 13922 ha y una productividad 

de 7 ton/ha (INEC, 2021). La exportación de maracuyá se puede dar en presentación de fruta fresca, 

pulpa, jugo o concentrado. En el 2018, Ecuador exportó maracuyá a Países Bajos, Estados Unidos, 

Canadá, Australia, Italia e Israel, países que concentran el 95% de las exportaciones totales, siendo 

Países Bajos el principal destino (Arias et al., 2019).  

Composición 

Los mayores componentes nutricionales del fruto de maracuyá incluyen lípidos, carbohidratos, 

fibra, azúcares y vitaminas (Tabla 1).  

Tabla 2 

 

Composición nutricional de maracuyá 

Parámetro Unidad Valor 

Agua g 84.21 

Energía kcal 60 

Proteína g 0.67 

Grasas totales g 0.18 
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Parámetro Unidad Valor 

Carbohidratos g 14.45 

Fibra g 0.2 

Azúcares totales g 14.25 

Calcio mg 4 

Magnesio mg 17 

Fósforo mg 25 

Potasio mg 278 

Sodio mg 8 

Ácido ascórbico mg 18.2 

Riboflavina mg 0.101 

Vitamina B-6 mg 0.060 

Folato µg 8 

 
Nota. Valores mostrados por cada 100 gramos de fruta (X. He et al., 2020). 
 

Además de su constitución nutricional en el maracuyá se han identificado más de 110 

constituyentes fitoquímicos entre los que destacan grupos de compuestos fenólicos, flavonoides y 

triterpenos (X. He et al., 2020).  

Flavonoides. El maracuyá representa una fuente importante de polifenoles de entre los que 

destacan los flavonoides, estudios han identificado 33 flavonoides de distintas partes de la planta que 

incluyen a la isoorientina, quercetina, luteolina, vitexina y apigenina. En la pulpa del fruto de maracuyá 

los flavonoides en mayor proporción corresponden a la isoorientina y a la quercetina con 158.0 y 16.2 

ug/mL respectivamente (Deng et al., 2010; Rotta et al., 2019; Zeraik & Yariwake, 2010). Este tipo de 

metabolitos secundarios se subdividen en diferentes subgrupos en dependencia de la organización de 

sus átomos. Principalmente se caracterizan por poseer 15 átomos de carbono en su esqueleto de forma 

C6-C3-C6 (E. L. Santos et al., 2017).  

La isoorientina es una flavona C-glucósido, un tipo de flavonoide caracterizado por el doble 

enlace en las posiciones 2 y 3, y un grupo cetona en la posición 4 del anillo C. (Figura 4A). Por otro lado, 
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la quercetina es de tipo flavonol, con un grupo hidroxilo en la posición 3 y un grupo cetona en la 

posición 4 del anillo C (Figura 4B) (E. L. Santos et al., 2017).  

Figura 4 

 

Estructuras químicas de isoorientina y quercetina 

 

Nota. Isoorientina (A) y quercetina (B). 

Los flavonoides, especialmente flavonas y catequinas, son capaces de actuar como antioxidantes 

mediante la protección contra especies reactivas de oxígeno (ROS). Uno de los mecanismos involucrados 

en este efecto es la eliminación directa de radicales libres. Durante este proceso, los grupos hidroxilo de 

los flavonoides, que son altamente reactivos, son oxidados, y como consecuencia los radicales libres 

toman una forma estable e inactiva incapaz de causar daño celular (Figura 5). Algunos estudios han 

demostrado incluso la capacidad de ciertos flavonoides de eliminar el peroxinitrito (Panche et al., 2016) 

el cual es un oxidante fuerte capaz de inactivar enzimas y canales de iones e inhibir la respiración 

mitocondrial. Concentraciones bajas de peroxinitrito incluso detonan la muerte celular apoptótica y las 

concentraciones altas llegan a causar necrosis (Zaja-Milatovic & Gupta, 2015). Otro de los mecanismos 

antioxidantes de los flavonoides consiste en la inhibición de enzimas que actúan como fuente de 

radicales libres. Por ejemplo, la xantina deshidrogenasa (XO) es capaz de reaccionar con el oxígeno 

molecular liberando radicales superóxido que causan estrés oxidativo en tejidos. Se ha encontrado que 

flavonoides como la quercetina, luteolina y la silibina pueden inhibir la actividad de esta enzima y por 

tanto reducen el daño oxidativo (Panche et al., 2016). 

A B 
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Figura 5 

 

Esquema de reacción para la eliminación de radicales libres por flavonoides 

 

Nota. Fuente: Pietta (2000). 

Triterpenos. En varias especies del género Passiflora se han descrito glucósidos triterpenoides 

de tipo cicloartano (Dhawan et al., 2004). En el maracuyá se reporta la existencia de ciclopassiflosidos II, 

VI, IX, XI, XII, XIII (Figura X) respectivamente, los cuales son triterpenos derivados del cicloartenol (C. 

Wang et al., 2013). Este tipo de moléculas también posee grupos hidroxilo que pueden reaccionar 

siguiendo el esquema de la figura 5, sin embargo, no existen estudios de sus posibles efectos 

antioxidantes.  

Figura 6 

 

Estructura química de los ciclopassiflosidos 

 

Nota. Ciclopassiflosidos XII (1) y XIII (2) (C. Wang et al., 2013). 
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La passiflorina (Figura 7) es un glucósido triterpenoide que ha sido investigado por sus efectos 

sedantes y ansiolíticos (Rojas et al., 2006; Sakalem et al., 2012). Su descubrimiento se dio en estudios 

fitoquímicos sobre varias especies del género Passiflora y el compuesto fue nombrado en honor a 

(Bombardelli et al., 1975).  

Figura 7 

 

Estructura química de la passiflorina 

 

Nota. Fuente: Bombardelli et al. (1975). 

Uso medicinal 

La planta de maracuyá tiene principios activos que han sido explotados de manera empírica por 

la medicina tradicional. Se ha reportado su uso para tratar, ansiedad, asma, bronquitis, infecciones 

urinarias y desórdenes gastrointestinales (Zibadi & Watson, 2004). Sin embargo, los efectos específicos 

no han sido probados en su totalidad en estudios clínicos (Schotsmans & Fischer, 2011).  

Se han usado extractos de hojas de maracuyá como sedantes leves y se han descrito efectos 

depresores no específicos sobre el sistema nervioso central en modelos animales (Maluf et al., 1991). De 

igual manera, extractos acuosos de la planta se han usado para bloquear parcialmente efectos 

estimulantes (Taïwe & Kuete, 2017). Extractos obtenidos de la cáscara de la fruta han logrado reducir la 

presión arterial y se han usado para disminuir los síntomas de asma (Zibadi & Watson, 2004). Además, 

extractos de la pulpa de fruta han demostrado efectos positivos en la curación de heridas del tejido 

gastrointestinal y de la vejiga de ratas (Gomes et al., 2006; Gonçalves Filho et al., 2006). Existe evidencia 
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de los efectos antiproliferativos de la proteína passiflina, que se encuentra en las semillas de maracuyá, 

evaluado en células de cáncer de mama y en línea MOLT-4 de leucemia linfoide. Igualmente, la passiflina 

posee efectos antifúngicos (Lam & Ng, 2009), extractos de maracuyá han demostrado estos mismos 

efectos contra hongos queratinofílicos (Dhawan et al., 2004).  Los análisis bioquímicos y posteriores 

pruebas in vitro e in vivo han revelado la existencia de compuestos bioactivos (Tabla 2).  

Tabla 3 

 
Compuestos aislados de maracuyá 

Efecto Compuesto Método/Modelo Referencia 

Anti-oxidante 
Piceatannol 

DPPH; ratones 
BALB/cByJ 

Sano et al., 2011 

Scirpusina B DPPH 
Sano et al., 2011; Arai 
et al., 2016 

Sedante Isoorientina Ratón albino suizo Deng et al., 2010 

Antiinflamatorio 

Luteolina-8-C-β-
digitoxopiranosido 

Células RAW 264.7 Hu et al., 2018 

Orientina 
Cáncer colorectal 
inducido en ratas 

Thangaraj & Vaiyapuri, 
2017 

Nota. Se muestran los compuestos con efectos biológicos, métodos por el cual se analizó y respectivas 

referencias. 

 Taxo (Passiflora tripartita) 

Descripción  

Enredadera vigorosa de tipo leñosa, trepadora perenne perteneciente a la familia 

Passifloraceae. Sus hojas maduras son aserradas y miden de 7.5 a 10 cm de largo y crecen de forma 

alternada y trilobuladas, con color verde oscuro en su haz y opaco en el envés. Su flor posee una bráctea 

cilíndrica de color verde que puede medir hasta 10 cm de largo y sostiene una flor que mide de 5 a 7.5 

cm de ancho con pétalos color rosado y un adroginóforo con un largo estilo (Figura 8) (Morton, 1987). 
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Figura 8 

 

Passiflora tripartita 

 

Nota. Flor (izq.) y fruto maduro (der.) de taxo. 

El fruto de taxo es de tipo baya con forma oblonga-ovoide con un diámetro que va de los 3.2 a 4 

cm y un largo de 8 a 15 cm. Tiene una corteza gruesa corácea ligeramente vellosa cuya tonalidad cuando 

está madura puede variar dependiendo del cultivar desde verde a amarillo/anaranjado. La pulpa 

gelatinosa es muy aromática de un color anaranjado salmón y envuelve a las semillas que son negras, 

planas y reticuladas (García-Ruiz et al., 2017).  

Taxonomía 

La primera descripción de la planta se le atribuye a Jean Louis Marie Poiret en el año de 1811, 

sin embargo, existe una confusión histórica debido a las distintas variantes (Ocampo Pérez & Coppens 

d’Eeckenbrugge, 2017; Primot et al., 2005). El sistema integrado de información taxonómica acepta a 

Passiflora tripartita como la especie madre de las variantes mollissima y azuayensis (ITIS - Report: 

Passiflora tripartita, 2011).La fruta de Passiflora tripartita es conocida con distintos nombres según el 

idioma y según cada país. Por ejemplo: curuba (Colombia), taxo (Ecuador), parcha (Venezuela), tumbo 

(Bolivia, Perú), banana passionfruit (inglés). Su taxonomía se detalla a continuación: 

Reino: Plantae 

División: Tracheophyta 

Clase: Magnoliopsida 
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Orden: Malpighiales 

Familia: Passifloraceae 

Género: Passiflora 

Especie: Passiflora tripartita (ITIS - Report: Passiflora tripartita, 2011) 

Origen y distribución, producción en Ecuador 

Al igual que Passiflora edulis, la especie Passiflora tripartita tiene su origen en el continente 

sudamericano. Específicamente en la región andina y valles pertenecientes a lo largo desde lo que ahora 

es Venezuela hasta Perú (Morton, 1987). Cultivada ampliamente en Colombia, también cuenta con 

cultivos alrededor del mundo en países como Ecuador, Chile, México, Sudáfrica (Rodríguez et al., 2020) y 

Nueva Zelanda, país en el que es considerada una especie invasora (Popay, 2012).  

La planta crece de manera óptima entre los 1800 y 3200 m.s.n.m pero también se ha adaptado a 

altitudes de 1200 a 1800 m.s.n.m. Aunque se encuentra en temperaturas promedio de 13 y 16 °C 

algunas variantes son capaces de soportar temperaturas de hasta -2 °C (Morton, 1987), sin embargo, 

estas temperaturas pueden afectar a las yemas reproductivas y los frutos (Rodríguez et al., 2020). 

Prefiere suelos franco arenosos o franco arcillosos con un pH de entre 5.5 a 6.5 en regiones con 

precipitaciones anuales de entre 1000 a 1500 mm. Los suelos deben poseer una buena capacidad de 

drenado pues el anegamiento afecta el crecimiento radicular y por ende la supervivencia de la planta 

(Rodríguez et al., 2020).  

En Ecuador el cultivo de taxo se concentra en las regiones de la Sierra en las provincias de 

Pichincha, Imbabura, Tungurahua, Chimborazo, Azuay, Loja y Cañar. La producción de taxo no alcanza a 

niveles exportadores y en su mayoría se da por pequeños y medianos agricultores para satisfacer la 

demanda doméstica (Suntasi, 2010), por lo que los datos de cultivares no han sido representados en los 

censos de producción del Instituto Nacional de Estadística y Censos (INEC, 2021).  
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Composición 

La parte comestible del fruto de taxo es una fuente de vitaminas, calcio, fósforo, hierro y otros 

nutrientes (Tabla 3) (García-Ruiz et al., 2017). Además, se ha encontrado que presenta niveles altos de 

vitamina C cuando se compara con otro tipo de frutos tropicales y subtropicales (Moreno, 2014). 

Tabla 4 

 

Composición nutricional de taxo 

Parámetro Unidad Valor 

Agua g 92 

Proteína g 0.6 

Grasas totales g 0.1 

Carbohidratos g 6.3 

Fibra g 0.3 

Calcio mg 4 

Hierro mg 0.4 

Fósforo mg 20 

Ácido 

ascórbico 

mg 70 

Riboflavina mg 0.03 

Vitamina A IU 1700 

Niacina mg 2.5 

Nota. Valores mostrados por cada 100 gramos de fruta (Cuaspud, 2015). 

El taxo no solo es rico en compuestos con valor nutricional, los aromas propios de la fruta 

denotan la existencia de ésteres, terpenos y compuestos azufrados (Rojas Romaní et al., 2021). De igual 

manera, el contenido polifenólico es alto en donde destacan grupos flavonoides y carotenoides (García-

Ruiz et al., 2017).  

Flavonoides. Como se ha observado en el género Passiflora, sus especies se conocen por tener 

un contenido alto de flavonoides de tipo C-glicosilados (Simirgiotis et al., 2013). Estudios como el de 

García-Ruiz et al. (2017), han encontrado que la mayor parte de flavonoides existentes en el taxo son las 
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proantocianidinas y monómeros de flavan-3-ol, con sus principales representantes prodelfinidina B3 y 

epi-afzelequina respectivamente (Figura 9).  

Figura 9 

 

Estructura de flavonoides encontrados en taxo 

 

Nota. Estructura de la prodelfinidina B3 (izq.) y epi-afzelequina (der.). 

Al ser componentes polifenólicos, el contenido en flavonoides presente en el taxo se asocia con 

propiedades antioxidantes. Los iones metálicos como el hierro y cobre pueden actuar como 

catalizadores en las reacciones de producción de radicales libres dentro de un sistema biológico (Fraga 

et al., 2010). Por lo que además del mecanismo directo de eliminación de radicales libres presentado 

anteriormente, se ha descrito que los grupos hidroxilo adyacentes pueden actuar como queladores de 

iones metálicos y por tanto reducir la producción de estos radicales (Bernatoniene & Kopustinskiene, 

2018). Durante el estudio de N. Dai et al. (2014), se evidenció que el tratamiento con proantocianidinas, 

como es el caso de la pro delfinidina B3, tiene un efecto positivo en la regulación de esteatosis hepática 

inducida en modelos murinos. En este caso, se encontró que las proantocianidinas suprimen la 

acumulación de lípidos y el daño al DNA a la vez que restauran los niveles de enzimas antioxidantes 

como glutatión peroxidasa (GPX), superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). Además de prevenir 

cascadas de peroxidación, el tratamiento con proantocianidinas logró suprimir la expresión de enzima 

CYP2E1, involucrada en la formación de reactivos como el radical triclorometilo que están directamente 
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involucrados en los daños oxidativos observados en tejidos, aquí el efecto antioxidante se da de manera 

indirecta.   

La inducción de enzimas antioxidantes no es el único efecto indirecto ejercido por los 

flavonoides, se ha encontrado que también son capaces de inhibir enzimas pro-oxidantes como la 

ciclooxigenasa (COX), sintasa de óxido nítrico (iNOX), lipoxigenasa, entre otras (Bernatoniene & 

Kopustinskiene, 2018). Este tipo de efectos indirectos ha sido estudiado con catequinas, encontrando 

que hay una interacción con estas moléculas y factores involucrados en la activación de distintas rutas 

de señalización que promueven el estrés oxidativo. Por ejemplo, la activación y traslocación de NF-κB es 

un proceso normal, que se activa contra agentes patógenos, pero niveles muy altos de este factor 

amplifica el proceso inflamatorio corriendo el riesgo de dañar el tejido. Las catequinas actúan 

interrumpiendo la activación de NF-κB que a su vez disminuye la producción de citoquinas y 

quimioquinas, permitiendo regular las vías de señalización en pro de la homeostasis (Fan et al., 2017; L. 

Yang et al., 2018).  

Carotenoides. El perfil de carotenoides de taxo se compone principalmente de tres compuestos 

(Tabla 4), siendo el B-caroteno aquel que se encuentra en mayor cantidad (García-Ruiz et al., 2017). 

Tabla 5 

 

Composición de carotenoides de taxo 

Compuesto Concentración (µg/g de peso fresco) 

α-caroteno 1.64 

β-caroteno 79.74 

zeaxantina 1.86 

Nota. Fuente: García-Ruiz et al. (2017). 

Algunos de estos pigmentos como la zeaxantina, además de conformar pigmentos en la mácula 

ocular (Bone et al., 1988), han sido asociados con la reducción en el riesgo de catarata y mejoras en las 

funciones cognitivas en pacientes de tercera edad (García-Ruiz et al., 2017). Fiedor & Burda (2014), 
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A 

B 

C 

D 

califican a los carotenoides como potentes antioxidantes naturales siendo uno de los extintores de 

oxígeno, tanto físico como químico, más eficientes en experimentos in vitro e in vivo. De manera 

general, los carotenoides son eliminadores de radicales libres mediante cuatro tipos de reacción: 

transferencia de electrones para formación de cationes o aniones (Figura 10A, 10B), formación de 

aductos (Figura 10C), y transferencia de hidrógeno (Figura 10D).  

Figura 10 

 

Reacciones de eliminación de radicales libres por carotenoides 

 

Nota. R• representa el radical libre y Crt el carotenoide. Transferencia de electrones y formación de 

catión (A), transferencia de electrones y formación de anión (B), formación de aducto (C) y transferencia 

de hidrógeno (D). Fuente: Fiedor & Burda, (2014). 

Aunque la formación de especies reactivas de carotenoides como resultado de su interacción 

con radicales libres puede afectar moléculas biológicas como las proteínas, en teoría, el reciclaje de 

estas especies reactivas con otros antioxidantes como la vitamina E y el ácido ascórbico es posible, 

resultando en radicales con menor potencial dañino (El-Agamey et al., 2004).  

Uso medicinal 

Los compuestos fitoquímicos identificados en varias partes de la planta de taxo tienen efectos 

antioxidantes, antimicrobianos y de estimulación del sistema inmune. Extractos obtenidos a partir de la 

hoja del taxo han tenido resultados positivos frente a cepas de Staphylococcus aureus (Canchanya & 



43 
 

Diestra, 2019) así como actividad cicatrizante en tejidos murinos (Solorzano & Diaz, 2021). La actividad 

antioxidante de los extractos del fruto también ha sido evaluada y se ha encontrado que el taxo posee 

una mayor actividad antioxidante que otras especies del género Passiflora. De manera empírica, las 

infusiones de hojas de taxo se suelen recetar para casos de insomnio por sus propiedades sedativas e 

hipnóticas (Costa et al., 2016; Moreno, 2014). De igual manera, al fruto se le atribuyen propiedades para 

el tratamiento del colesterol y complicaciones estomacales (Ruiz Reyes, 2018). 

Lima (Citrus x aurantifolia) 

Descripción  

La lima, limero o limonero, es un árbol perenne perteneciente a la familia Rutaceae. Puede 

llegar a medir de 2 a 5 metros de altura, con un tronco torcido cuyas ramificaciones densas poseen 

espinas duras y pequeñas en las axilas. Las hojas, reconocidas por su aroma, son alternas de forma 

elíptica y miden de 5 a 7.5 cm de largo. Las flores de un color blanco amarillento pueden crecer de 

manera solitaria o en ramillete (Morton, 1987). 

Figura 11 

 
Citrus x aurantifolia 

 

Nota. Árbol (izq.) y fruto (der.) de Citrus x aurantifolia. 
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El fruto, que mide de 2.5 a 5 cm de diámetro, también puede crecer solo o en ramillete es 

redondo y ligeramente elíptico (Figura 11). Posee un exocarpo áspero de color verde a amarillo según el 

grado de madurez. La jugosa pulpa es de color amarillo verdoso y se reconoce por su aroma y sabor 

ligeramente ácido, puede contener varias o muy pocas semillas dependiendo de la variedad y el estado 

de madurez (Morton, 1987).  

Taxonomía 

También denominada como Citrus aurantiifolia, esta especie conocida comúnmente como lima, 

lima ácida o limón según distintas regiones geográficas, es el resultado directo de una hibridación 

natural entre Citrus micrantha y Citrus medica (Rouiss et al., 2018). Su clasificación taxonómica se 

detalla a continuación: 

Reino: Plantae 

División: Tracheophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Sapindales 

Familia: Rutaceae 

Género: Citrus 

Especie: Citrus x aurantifolia (ITIS - Report: Citrus X aurantiifolia, 2011) 

Origen y distribución, producción en Ecuador 

Existe una variedad de especies e híbridos pertenecientes al género Citrus, los análisis con 

marcadores moleculares han determinado cuatro especies de las cuales se derivan el resto de especies 

cultivadas: Citrus medica, Citrus reticulata, Citrus maxima y Citrus micrantha. El origen geográfico de 

este género se centra en las regiones del sureste asiático y en Australia (Luro et al., 2018). Su cultivo se 

esparció hacia Europa a mediados del siglo 13, luego de lo cual las distintas especies fueron introducidas 

en América por los conquistadores (Morton, 1987). 
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Nativa de regiones tropicales, se ha encontrado que la lima también es capaz de crecer en 

altitudes mayores a los 1000 m.s.n.m. Soporta temperaturas mínimas de hasta 10 °C y prefiere suelos 

francos con un pH neutro con buena iluminación solar. Aunque la planta es capaz de soportar sequías 

leves, en los cultivos optimizados de lima se prefiere mantener suelos húmedos con un buen drenaje 

(UTEPI, 2006).  

La ubicación geográfica de Ecuador favorece la producción de frutas del género Citrus, sin 

embargo, la mayor parte de la producción corresponde a materia prima como fruta fresca y no como 

producto procesado. Aunque los datos del INEC no reflejan específicamente la especie, la producción de 

limón a nivel nacional para el año 2021 fue de 22403 toneladas métricas con una superficie plantada de 

5230 ha (INEC, 2021). Según Santistevan et al. (2018), en el Ecuador existen cultivos comerciales de 

Citrus aurantifolia y Citrus latifolia pero existe una diversidad de especies e híbridos lo que coincide con 

la descripción de Ojeda (2015), en la que se encontró especies como Citrus limetta, Citrus limettioides, 

entre otros.  

Composición 

Las frutas pertenecientes al género Citrus representan una rica fuente de vitaminas, minerales y 

micronutrientes esenciales (Jain et al., 2020). Los componentes nutricionales de Citrus x aurantifolia se 

presentan a continuación:  

Tabla 6 

 

Composición nutricional de lima 

Parámetro Unidad Valor 

Agua g 89.2 

Proteína g 0.07-0.112 

Grasas totales g 0.04-0.17 

Fibra g 0.1-0.5 

Calcio mg 41.3 

Hierro mg 0.41 
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Parámetro Unidad Valor 

Fósforo mg 17.9 

Ácido ascórbico mg 30-48.7 

Riboflavina mg 0.011-0.023 

Vitamina A mg 0.003-0.040 

Niacina mg 0.14-0.25 

Nota. Valores mostrados por cada 100 gramos de fruta (Czech et al., 2020; Morton, 1987). 

Además de sus componentes nutricionales, la planta de lima es rica en compuestos fitoquímicos 

como flavonoides, triterpenos y limonoides (Narang & Jiraungkoorskul, 2016). En el extracto del fruto de 

lima se ha encontrado que el mayor constituyente fitoquímico pertenece a flavonoides, terpenoides y 

por último fenoles (Adebayo-Tayo et al., 2016). En ensayos de caracterización de aceites esenciales, la 

composición de terpenos en mayor proporción son el limoneno, γ-terpineno y β-pineno 

respectivamente (Spadaro et al., 2012). 

Limonoides. Los limonoides se consideran como una subclase de triterpenos que se encuentran 

de manera abundante en especies pertenecientes al género Rutaceae y Meliaceae (Sato, 2013). Se ha 

descrito que los limonoides son compuestos bioactivos beneficiosos, con propiedades versátiles tanto 

promotoras de la salud como preventoras de enfermedades (Matheyambath et al., 2016).  Aunque en 

menor proporción que los flavonoides, los limonoides también ejercen actividades antioxidantes, las 

cuales han sido demostradas mediante ensayos tipo DPPH y de oxidación de LDL (Yu et al., 2005). Por 

ejemplo, se ha estudiado los efectos antioxidantes de la limonina y se ha encontrado que es capaz de 

inducir la expresión de enzimas reductasas y transferasas. En este ámbito, ensayos in vitro han 

determinado que específicamente activa la ruta Nrf2-ARE en relación a la dosis aplicada, dicha ruta está 

involucrada en la activación de los elementos de respuesta antioxidantes (ARE) por medio del Nrf (Qin 

et al., 2018). Se ha observado los efectos de moléculas como el limoneno en la eliminación de radicales 

libres y en la modulación de enzimas antioxidantes, encontrando que el tipo de enzima estimulada 

también depende de la concentración de limoneno aplicado. Los efectos antioxidantes no son los únicos 
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que dependen de la dosis y exposición, efectos anti proliferativos y de protección contra daños 

genéticos también han sido descritos en ensayos in vitro y en modelos murinos (Bacanlı et al., 2015; 

Patil et al., 2009; Roberto et al., 2009).  

Uso medicinal 

Estudios enfocados en medicina ancestral del África central han encontrado que la lima se usa 

en forma de extracto crudo, infusiones o emplastos para tratar infecciones comunes. La investigación a 

nivel microbiológico del jugo de lima o en combinación con otras hierbas ha demostrado actividades 

antimicrobianas contra especies como Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia y Aspergillus niger 

(Aibinu et al., 2006; Pathan et al., 2012). Por otra parte, se ha encontrado que los compuestos de tipo 

flavonoides presentes en la lima ejercen actividad modulatoria de los niveles de glucosa en modelos 

animales insulino resistentes, esta actividad sumada a efectos homeostáticos de las concentraciones 

lipídicas en sangre sugieren que este tipo de moléculas tienen el potencial para ser estudiadas como 

terapéuticos en cuadros de hipertrigliceridemia y diabetes (Karimi & Nasab, 2014; R. W. Li et al., 2006). 

De igual manera se ha estudiado los efectos de los aceites esenciales de lima en dietas altas en grasas, 

los resultados denotan el potencial de estos extractos para reducir los niveles de colesterol, controlar 

cuadros de obesidad y sus patologías asociadas como enfermedades coronarias, hipertensión, 

osteoartritis, entre otras (Josephine & Ngozi, 2015; Oboh et al., 2015). También se ha descrito las 

propiedades antiparasitarias de los extractos de lima contra Ascaridia galli (Abdelqader et al., 2012). 

Igualmente, y de manera empírica, el uso del jugo de cítricos ha sido utilizado históricamente como 

insecticida casero. Los resultados de Sarma et al. (2019) atribuyen la base científica de este efecto a los 

componentes, específicamente el citral, del extracto de hoja y cáscara de lima usados en contra de 

Aedes aegypti. 
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Capítulo III: Metodología 

Obtención de las muestras de frutas 

Se extrajo la pulpa de maracuyá, taxo y lima, y se licuó hasta obtener aproximadamente 300 mL 

de extracto por cada fruta. El extracto fue filtrado y se colocó 25 mL en tubos falcon de 50 mL, se obtuvo 

10 tubos por cada muestra frutal. A cada tubo se añadió 25 mL tampón fosfato salino (PBS) 1X para 

obtener una dilución 1:1. Finalmente, cada tubo se mezcló por inversión hasta obtener una mezcla 

homogénea.  

Centrifugación diferencial 

El proceso de centrifugado fue realizado en la centrífuga Universal 320R (Hettich 1406). En 

primer lugar, los tubos falcon de 50 mL fueron sometidos a 400 g durante 20 minutos a 4°C. El 

sobrenadante fue recogido en tubos limpios y se centrifugó a 800 g durante 20 minutos a 4°C. El 

sobrenadante resultante fue recogido nuevamente y se sometió a centrifuga a 7600 g durante 40 

minutos a 4°C. Por último, se recogió el sobrenadante en otro tubo y el pellet fue re-suspendido en 1.5 

mL de PBS 1X, ambos fueron almacenados a -20°C para posterior análisis.  

Purificación por columna de exclusión de tamaño 

La purificación de exosomas se realizó en la columna de exclusión por tamaño (SEC) iZON 

qEVoriginal (iZON Ref: SP1). Se recolectó alrededor de 25 fracciones de 0.5 mL luego de una pasada de 1 

mL de muestra del sobrenadante almacenado previamente. Este proceso se realizó por triplicado por 

cada fruta, manteniendo la cadena de frío para evitar desnaturalización de proteínas.  

Cuantificación proteica 

La cuantificación inicial de proteínas se realizó en el espectrofotómetro NanoDrop2000 (Thermo 

Scientific™ J999), utilizando 2 µL de las fracciones concentradas en la lectura para proteínas A280. 
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Concentración de proteínas 

Se utilizaron fracciones cuya concentración inicial fue de 0.8 a 2 mg/mL y se concentró mediante 

tubos Amicon Ultra-4 100 K (Amicon® Ultra 10K device - 10,000 MWCO), los cuales fueron llenados con 

4 mL y centrifugados a 5000 g por 10 minutos y 4 °C. El concentrado fue colocado en tubos de 0.6 mL 

mientras que el filtrado se colocó en tubos de 2 y 1.5 mL para su posterior lectura y almacenamiento.  

Cuantificación proteica por ensayo de ácido bicinconínico (BCA) 

El ensayo de ácido bicinconínico (BCA) permite cuantificar proteínas en una muestra basándose 

en la detección del catión cuproso Cu+ que proviene de la reducción de Cu2+ en presencia de proteínas 

y medio alcalino (Smith et al., 1985). En el primer paso de la reacción, el cobre quelado con la proteína 

forma un complejo de color azul claro. El catión cuproso formado reacciona con el BCA formando un 

complejo soluble de color morado (Figura 12) el cual exhibe una fuerte relación linear de absorbancia a 

562 nm a medida que se incrementa la concentración proteica (Olson & Markwell, 2007).  

Figura 12 

 

Reacción del ensayo de BCA. 

 

Nota. Obtenido de Chen et al. (2012). 
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Las muestras concentradas y fracciones recolectadas fueron cuantificadas mediante el ensayo 

de BCA (Sigma-Aldrich™ N°Cat: BCA1 y B9643) en una placa de 96 pocillos, se utilizó 5 µL de cada 

muestra y 20 µL de PBS 1X para obtener un factor de dilución de 5. La gamma de proteína estándar se 

realizó por duplicado con un rango de 0 - 1000 ug/mL y se utilizó PBS 1X como blanco. Luego se añadió 

200 µL de la solución de trabajo a cada pocillo. La placa fue incubada a 37°C por 30 minutos.  

Posteriormente se utilizó el lector de placas iMark Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad N° 16962) 

para medir la absorbancia a 550 nm. El análisis de los resultados obtenidos se realizó en el software 

Microsoft Excel, para la obtención de la concentración proteica se utilizaron las siguientes ecuaciones: 

𝑁𝐸𝑇 𝐴𝑏𝑠550 = 𝐴550𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴550𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜             (1) 

[𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎] (
𝑚𝑔

𝑚𝐿
) =  

𝑁𝐸𝑇 𝐴𝑏𝑠550− 𝑏

𝑚
∙ 𝐹𝐷                    (2) 

Donde b y m representan el punto de corte en el eje de las ordenadas y la pendiente obtenidas de la 

ecuación de regresión lineal de la curva de calibración con concentraciones conocidas en el ensayo BCA; 

y FD representa el factor de dilución utilizado en las muestras. 

Visualización de muestras en TEM 

La preparación de muestras se realizó sobre mesh de cobre TED PELLA INC (N° 01753-F) en la 

que se colocó 10 µL de muestra durante un minuto. Posteriormente el exceso de líquido fue retirado 

con papel filtro para luego añadir 10 µL de acetato de uranilo al 2% por cinco segundos. El exceso de 

acetato de uranilo fue retirado con papel filtro y luego se lavó el mesh por triplicado con 10 µL de agua 

destilada. Las muestras fueron observadas en el microscopio electrónico de transmisión (TEM) (FEI 

Tecnai G2 Spirit Twin) a un voltaje de aceleración de 80 kV. Las imágenes obtenidas fueron analizadas 

mediante el software Fiji (ImageJ 1.53q) para determinar la cantidad de exosomas y sus tamaños. 

Preparación de muestras para electroforesis vertical 

Se prepararon alícuotas de 50ug de proteína total para ser cargadas en los pocillos del gel 

utilizado en electroforesis. Las muestras fueron lisadas con buffer RIPA en proporción 1:5 e incubadas en 
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hielo por cinco minutos. Se preparó muestras en condiciones desnaturalizantes, reductoras y no 

reductoras (sin 2-mercaptoetanol), para lo cual se añadió en proporción 1:2 buffer de carga 4X (SDS 8%, 

glicerol 40%, azul de bromofenol 0.4%, 2-mercaptoetanol 8% (opcional según la condición), Tris-HCl 250 

mM, pH 6.8). La condición desnaturalizante fue conseguida mediante la incubación de las muestras a 

95°C por 5 minutos y luego un choque térmico en hielo por 5 minutos.  

Electroforesis vertical 

Se utilizó geles de separación al 8% y gel de concentración al 4%, los cuales fueron preparados 

con acrilamida/bisacrilamida líquida al 40% (Fisher Bioreagents™ BP1408-1). Los geles fueron 

ensamblados con el sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad™ 1658004) utilizando 

tetrametiletilendiamina al 0.1% (Invitrogen™ 155240) para su polimerización. Se cargó las muestras de 

proteínas junto con 3 µL del marcador Precision Plus Protein Dual Color (Bio-Rad 1610374). 

La corrida se realizó mediante buffer de electroforesis 1X (Tris base 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 

0.1%) con 120V constantes durante 120 minutos. La revelación de proteínas en gel se realizó utilizando 

tinción con solución de azul de Coomassie (Coomassie Blue R-250 0,5%, metanol 25% y ácido acético 

glacial 50%). La fotodocumentación se realizó con el equipo ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad 

12003154) y las imágenes fueron analizadas con el software ImageLab 6.1 (Bio-Rad).  

Inmunoblot 

La transferencia a membrana se realizó en el equipo Trans-Blot Turbo™ Transfer System (Bio-

Rad Model #1704150) utilizando membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0.45 µm (General 

Electric 10600023). Los geles provenientes de la corrida electroforética fueron equilibrados en buffer de 

transferencia (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, pH: 8,3) durante 10 minutos. Al mismo 

tiempo, las membranas PVDF fueron activadas con metanol al 98% durante 10 segundos y luego en 

buffer de transferencia por un minuto. Para la transferencia se utilizó piezas de papel Whatman 
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humedecidas con buffer. La transferencia se realizó con un protocolo de tres ciclos de 2.5 A y 25 V 

durante 7 minutos.   

Posterior a la transferencia, las membranas fueron lavadas por 10 minutos con buffer TBS 1X 

(tris base 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) para luego ser incubadas con 3 mL de solución de bloqueo (BSA 

5%, TTBS (TBS 1X + Tween 20 al 0,1%)) a temperatura ambiente por 2 horas. Luego, se realizaron seis 

lavados de cinco minutos en agitación constante con buffer TTBS. Las membranas luego fueron 

incubadas por dos horas con 3 mL de anticuerpo primario, los cuales fueron preparados según lo 

descrito en la tabla 6. 

Tabla 7 
 
Anticuerpos y diluciones utilizadas 

Anticuerpo Dilución de trabajo Casa comercial, N° catálogo 

Anti-CD63 1:1000 
Santa Cruz Biotechnology, sc-

5275 

Anti-CD69 1:1000 
Santa Cruz Biotechnology, sc-

373799 

Anti-ALIX 1:500 
Santa Cruz Biotechnology, sc-

53540 

Anti-CD81 1:1000 
Santa Cruz Biotechnology, sc-

166029 

 

Una vez incubado el anticuerpo primario, se procedió a lavar las membranas con buffer TTBS 

según lo descrito anteriormente. Para el anticuerpo secundario se utilizó 3 mL de anticuerpo de cabra 

anti ratón conjugado a peroxidasa GAM-HRP (Inmuno-Star Goat Anti-Mouse) en una concentración 

1:15000. El proceso de incubación con el anticuerpo secundario duró 2 horas en agitación constante y 



53 
 

oscuridad. Luego, se volvió a lavar las membranas con buffer TTBS según el procedimiento descrito 

anteriormente. Finalmente, la membrana fue incubada por 5 minutos en oscuridad con una proporción 

1:1 del sustrato Kit Clarity ECL Western Substrate (Bio-Rad 1705060) para su posterior revelación en el 

equipo ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad 12003154). El análisis de las imágenes y tamaños de 

bandas obtenidas fue realizado en el software ImageLab 6.1 (Bio-Rad) con la herramienta de análisis por 

carriles.  

Cultivo celular 

Las líneas celulares HEK293 (ATCC, CRL-1573), HFF (ATCC, SCRC-1041) y HeLa (ATCC, CRM-CCL-2) 

fueron proporcionadas por el Laboratorio de Inmunología y Virología de la Universidad de las Fuerzas 

Armadas ESPE. Los pasajes celulares preservados a -198 °C fueron re-suspendidos en 1 mL de medio de 

cultivo a 37 °C y luego centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos. El pellet de células fue re-suspendido 

según el medio correspondiente (Tabla 7) y transferido a flask de cultivo celular de 25 mL (Thermo 

Scientific ™ 156367) el cual fue incubado a 37°C y 5% de CO2.  

Tabla 8 
 
Líneas celulares y medio completo utilizado 

Línea celular Medio completo 

HFF Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 

(Gibco A14430-01) + 15% BSA. 

HeLa Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) 

(Eurobio CM1MEM40-01) + 10% BSA. 

HEK293 Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) 

(Eurobio CM1MEM40-01) + 10% BSA. 
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Una vez en confluencia celular en el flask verificada mediante visualización en microscopio 

invertido Austria micros (MCX1600) se procedió con el plaqueo en placas de 96 pocillos. En primer lugar, 

los flasks fueron lavados dos veces consecutivas con PBS (Dulbecco CS3PBS0-01) con el fin de eliminar 

desechos celulares del medio. Luego, se levantó las células con 2 mL de tripsina (Gibco 2520-056) por 

cada flask por aproximadamente cinco minutos a 37 °C. Las células levantadas fueron recolectadas y 

centrifugadas a 1200 rpm por cinco minutos. El recuento celular se realizó en cámara de Neubauer con 

el método de azul de tripán (Gibco 15250-061). Las placas P96 fueron sembradas con 10000 células por 

pocillo y 100 mL de medio de cultivo completo correspondiente para luego ser incubadas a 37 °C y 5% 

de CO2. 

Posteriormente las líneas celulares fueron tratadas por cuadriplicado con 5 y 20 ug de proteína 

según las distintas muestras. Se utilizó como controles negativos: cloruro de cobalto (CoCl2) a una 

concentración de 400 µM y 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO). La exposición de las líneas celulares a los 

distintos tratamientos se analizó por 24 y 48 horas en las condiciones de incubación previamente 

mencionadas.  

Ensayo MTT 

Se aplicó 10 µL de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (MTT) 5 mg/mL 

(Invitrogen M6494) por cada pocillo para la aplicación de los tratamientos durante 24 y 48 horas. El MTT 

fue incubado por 4 horas para luego añadir 10 µL de SDS al 10% por pocillo. Tras 24 horas de aplicación 

del reactivo MTT la absorbancia de los pocillos fue medida a 570 nm en espectrofotómetro para 

microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific™ Cat N° N10588). 

Viabilidad celular 

El análisis de viabilidad celular se realizó utilizando las lecturas de absorbancia del ensayo MTT y 

presentadas por % de viabilidad celular según las siguientes ecuaciones:  

𝑁𝐸𝑇 𝐴𝑏𝑠570 = 𝐴570𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴570𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜                (3) 
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%𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 =  
𝐴570𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴570𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
∙ 100                  (4) 

En donde A570 control representa la viabilidad del 100% al no añadir ningún tratamiento. 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó mediante un análisis de varianza (ANOVA) de dos vías, con 

comparaciones múltiples entre los tratamientos frente al control y entre tiempos de exposición, 

utilizando el paquete de software estadístico Graphpad Prism 9 (GraphPad Software, EE. UU.) 

considerando diferencias significativas con un valor p < 0.05. 
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 Capítulo IV: Resultados 

Obtención y caracterización de exosomas de maracuyá, taxo y lima 

Posterior al proceso de centrifugación y a la purificación por cromatografía de exclusión por 

tamaño (SEC) se obtuvo 25 fracciones de 0.5 mL cada una por cada muestra. La absorbancia a 280 nm 

medida en cada fracción arrojó valores comprendidos entre 0 y 6 mg proteína/mL de muestra con un 

máximo variable dependiendo del tipo de muestra y de la fracción (Figura 13).  Los tres tipos de 

muestras presentaron un comportamiento similar en cuanto a elución proteica, observándose una curva 

creciente que alcanza un pico máximo para luego descender. 

Figura 13 

 

Absorbancia a 280 nm de las distintas fracciones de maracuyá, taxo y lima. 

 

Nota. La absorbancia a 280 nm se relaciona con la concentración proteica de la fracción medida. 

La visualización de fracciones obtenidas por medio de TEM reveló la existencia de exosomas, en 

las tres muestras, dentro de la escala nanométrica caracterizadas vesículas con forma de esférica 

ahuecada que se asemeja a la forma de un balón desinflado (Figura 14).  
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Figura 14 
 
Exosomas de maracuyá, taxo y lima observados por TEM 

 

 

 

 

 

 

Nota. Se diferencia una capa rodeando a los exosomas con forma esférica ahuecada. Exosomas de taxo 

(A, D), lima (B, E) y maracuyá (C, F).  

La población de exosomas encontradas es heterogénea, con un rango de diámetros que va 

desde los 30 a los 83 nm (Figura 15). La mayor parte de exosomas en las tres diferentes muestras se 

concentraron en tamaños que van desde los 45 a 60 nm.  

 

 

 

 

 

 

A C B 

D F E 
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Figura 15 
 
Frecuencias relativas de los exosomas de maracuyá, taxo y lima 

 

Nota. Población de exosomas desde los 30 a 85 nanómetros, con mayor cantidad en el rango de 45 a 60 

nm. 

Perfil proteico de exosomas de maracuyá, taxo y lima 

El perfil proteico visualizado con tinción de azul de Coomassie, tanto de las muestras purificadas 

por columna, como de las del pellet re-suspendido con contenido de microvesículas fue variado para las 

tres muestras. La figura 16 muestra las bandas detectadas mediante el análisis de perfil de carriles del 

programa ImageLab 6.1. Se observaron proteínas de entre 15 a 250 kDa. La separación y distinción de 

bandas fue más clara en carriles cargados con muestras correspondientes al pellet re-suspendido. Sin 

embargo, se observaron bandas en común entre carriles pertenecientes a la misma muestra.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



59 
 

Figura 16 
 
Perfiles proteicos de muestras de exosomas y microvesículas de maracuyá, taxo y lima 

 

Nota. El prefijo Exo hace referencia a exosomas aislados y purificados. Los pellets re-suspendidos de 

cada muestra, que contienen microvesículas, se denotan con las siglas MV. Los tamaños se presentan en 

kDa, marcador de peso (carril 1), exosomas y microvesículas de maracuyá (carril 2 y 3), exosomas y 

microvesículas de taxo (carrol 4 y 5), microvesículas y exosomas de lima (carril 6 y 7). 

La muestra correspondiente a exosomas de maracuyá presentó 4 bandas de proteínas de 50, 44 

38 y 20 kDa, mientras que su contraparte de microvesículas presentó bandas similares con un tamaño 

53, 41 y 20 kDa respectivamente. Por otro lado, el perfil proteico de los exosomas de taxo mostró 

bandas de 28 y 16 kDa, en este caso, una banda de 28 kDa también se observó en su contraparte de 

microvesículas. Por último, las muestras de lima presentaron bandas más tenues en comparación al 

resto de muestras. Se logró distinguir una banda de 46 kDa en el carril correspondiente a exosomas y 

dos bandas de 177 y 45 kDa en el carril correspondiente a las microvesículas (Figura 16).  
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Los resultados de la detección de proteínas exosomales CD63, CD69, ALIX y CD81 se muestran 

en la figura 17. En la detección de ALIX, los resultados mostraron la presencia de una banda difusa 

alrededor de los 100 kDa en todas las muestras. Por otro lado, se detectó CD63 en las muestras 

correspondientes a exosomas de maracuyá y microvesículas de taxo, con un tamaño de 62 kDa. En la 

detección de CD81 se observó bandas entre 37 y 50 kDa en exosomas de maracuyá y lima; una banda 

visible dentro del mismo rango de tamaño se observó en la muestra de microvesículas de taxo. Por 

último, se detectó CD69 en microvesículas de taxo, a través de la visualización de una banda 

diferenciada con un tamaño de 31 kDa (Figura 17).   

Figura 17 
 
Inmunoblot para detección de proteínas en exosomas y microvesículas de maracuyá, taxo y lima. 

 

Nota. Detección de ALIX (100 kDa), CD63 (62 kDa), CD81 (37-50 kDa) y CD69 (31 kDa) en distintas 

muestras de exosomas purificados y microvesículas. 

Citotoxicidad de exosomas en líneas celulares 

La variación de la viabilidad celular luego de la exposición a diferentes concentraciones y 

diferentes tiempos de los exosomas en tres líneas celulares se detallan a continuación. En la línea celular 
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HeLa, se observó el mismo patrón de comportamiento en los tratamientos con exosomas purificados de 

las tres muestras: la viabilidad celular se mantuvo constante o aumentó durante las primeras 24 horas y 

luego se observó una reducción por debajo del control a las 48 horas de exposición (Figura 18).  La 

reducción de viabilidad a las 48 horas de exposición tuvo una variación del 15 al 20% con exosomas de 

lima y maracuyá, mientras que se observó una reducción del 30 al 40% con exosomas de taxo. La 

reducción observada en los exosomas de taxo a mayor concentración y mayor tiempo de exposición fue 

estadísticamente significativa (p < 0.05) al compararse con el control (Figura 18A).  

Figura 18 
 
Viabilidad celular de líneas HeLa al exponerse a exosomas de maracuyá, taxo y lima 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. Tratamientos con 5 y 20 µg de exosomas de taxo (A), lima (B) y maracuyá (C). Diferencias 

significativas presentadas con *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001. 

A B 

C 
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Se observó una reducción de la viabilidad en células HEK293 luego de su exposición a exosomas 

de taxo a 24 y 48 horas. Dicha reducción es independiente del tiempo de exposición y resulta 

estadísticamente significativa (p < 0.05) cuando se trata de una menor concentración de exosomas 

(Figura 19A). También se evidenció un aumento significativo (p < 0.05) de la viabilidad de celular en la 

línea HEK293, independiente de la concentración aplicada, al ser tratados con exosomas de lima por 48 

horas (Figura 19B). El tratamiento con exosomas de maracuyá por 24 horas tuvo un efecto de reducción 

significativo (p < 0.05) en la viabilidad celular de HEK293, se observa que esta reducción es dependiente 

de la concentración y cuando ésta aumenta la diferencia es más significativa (p < 0.01) (Figura 19C). 

Figura 19 
 
Viabilidad celular de líneas HEK293 al exponerse a exosomas de maracuyá, taxo y lima 

   

 

 

 

 

 

 

Nota. Tratamientos con 5 y 20 µg de exosomas de taxo (A), lima (B) y maracuyá (C). Diferencias 

significativas presentadas con *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001. 

A B 

C 
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Por último, en la línea HFF se observaron cambios de reducción de viabilidad celular 

significativos (p < 0.01) únicamente en el tratamiento con 20 ug de exosomas de maracuyá (Figura 20C). 

Los tratamientos a mayor concentración de exosomas de taxo y lima tienen un efecto proliferativo en la 

línea HFF (Figura 20A, 20B), este efecto resulta significativo (p < 0.05) en la muestra de lima con 24 horas 

de exposición (Figura 20B). 

Figura 20 
 
Viabilidad celular de líneas HFF al exponerse a exosomas de maracuyá, taxo y lima. 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

Nota. Tratamientos con 5 y 20 µg de exosomas de taxo (A), lima (B) y maracuyá (C). Diferencias 

significativas presentadas con *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001. 

A B 

C 
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Capítulo V: Discusión 

La descripción de lo que hoy se considera como exosomas en plantas, se dio antes de su 

descripción en células de mamíferos. Halperin & Jensen (1967), en su estudio sobre embriogénesis en 

células de zanahoria, mencionan la presencia de vesículas secundarias dentro de MVB’s los cuales se 

fusionan con la membrana celular para descargar su contenido. Más adelante, An et al. (2007) con 

métodos de visualización de células vivas describen la presencia de vesículas con funciones y estructuras 

similares a los exosomas ya descritos en mamíferos. El aislamiento e identificación de exosomas en una 

fruta comestible se dio por primera vez en 2013 mediante la técnica de centrifugación diferencial 

seguido de centrifugación con gradiente de densidad (Ju et al., 2013). De ahí en adelante, se ha logrado 

aislar exosomas de una variedad de frutos (Xiao et al., 2018), en donde la ultracentrifugación es la 

técnica utilizada como común denominador (Akuma et al., 2019). Sin embargo, técnicas de aislamiento 

como precipitación, captura por afinidad y SEC han emergido como alternativas según la necesidad de 

los investigadores (Kotmakçı & Akbaba, 2017). De estas alternativas, la SEC presenta ventajas para aislar 

exosomas intactos como: eficiencia, confianza, facilidad de uso y reproducibilidad (Sidhom et al., 2020). 

Incluso, la cromatografía de exclusión por tamaño (SEC), ya sea con columnas comerciales o preparadas, 

ha sido utilizada para aislar exosomas de material vegetal como en hojas de repollo o en jugo de tomate 

riñón; en ambos estudios los exosomas se encontraron en la mayor parte de fracciones, pero sus 

concentraciones máximas eluyeron en fracciones iniciales (Bokka et al., 2020; You et al., 2021). Dichos 

análisis corroboran que las columnas de exclusión de tamaño pueden utilizarse para aislar exosomas de 

fuentes vegetales como en el presente estudio.  

El uso de TEM en muestras de vesículas extracelulares constituye la técnica principal para su 

visualización y análisis (Lötvall et al., 2014). La calidad de las imágenes obtenidas depende del protocolo 

utilizado y se ha observado que también es dependiente del operador y del equipo (Rikkert et al., 2019). 

El acetato de uranilo en soluciones del 2 al 5%, es considerado como la mejor opción para tinción de 
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muestras biológicas (Moscardini et al., 2020), esto pues genera contrastes debido a que los iones de 

uranilo se combinan con grupos fosfato, carboxilo y ácidos nucleicos presentes en membranas y 

contenido celular (Woods & Stirling, 2013). Los protocolos tradicionales de visualización de vesículas 

extracelulares usan el acetato de uranilo como tinción negativa (Jung & Mun, 2018). Se ha descrito la 

morfología característica de los exosomas mediante estos protocolos, la cual consta de una forma 

esférica ahuecada producto de la deshidratación que ocurre durante la preparación de las muestras 

(Chuo et al., 2018; Jung & Mun, 2018). A pesar de que no existen reportes de exosomas de ninguna de 

las especies en el presente estudio; esta misma característica fue observada en las muestras de 

maracuyá, taxo y lima (Figura 14), lo que sumado al análisis de tamaños coincide con la descripción de 

Chuo et al. (2018), que menciona que los exosomas son vesículas con tamaños de 30 a 100 nm. Se han 

logrado caracterizar exosomas de Citrus limon, pariente de Citrus x aurantifolia (Froelicher et al., 2011), 

en donde se describe que el análisis de tamaños tuvo como resultado vesículas de entre 50 a 70 nm 

(Raimondo et al., 2015). Este rango se solapa con el encontrado en este estudio para los exosomas de 

lima (Figura 15), el cual fue de 35 a 75 nm. Estas diferencias en tamaños pueden deberse a 

características propias de la muestra o bien al método de aislamiento utilizado (Doyle & Wang, 2019). 

La compleja composición de proteínas en exosomas puede evidenciarse mediante técnicas de 

separación como la electroforesis vertical con geles de poliacrilamida (Antimisiaris et al., 2018). En el 

presente estudio se encontró proteínas en un rango de 15 a 250 kDa en las diferentes muestras 

correspondientes a exosomas y microvesículas (Figura 16). Estudios como el de Bokka et al. (2020), 

señalan que el perfil proteico de microvesículas y nanovesículas (exosomas) es similar pero no idéntico. 

No obstante, la presencia de bandas similares entre exosomas y microvesículas no purificadas también 

se puede deber a la existencia de poblaciones de exosomas de mayor tamaño que no fueron separados 

en la fase de centrifugación diferencial (Livshits et al., 2015). Para la caracterización de vesículas 

extracelulares se suele utilizar técnicas para detectar las proteínas que las componen. El inmunoblot o 
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western blot ha sido ampliamente utilizado para detectar proteínas específicas relacionadas con los 

tipos de vesículas extracelulares (Kowal et al., 2017). Entre las proteínas que funcionan como 

marcadores exosomales de mamíferos se encuentra la proteína ALIX, la cual está asociada con la 

biogénesis de los exosomas mediante el complejo ESCRT (Y. Zhang et al., 2019), y diferentes tipos de 

tetraspaninas ya que se ha descrito que las membranas exosomales son ricas en estas proteínas (Andreu 

& Yáñez-Mó, 2014). A pesar de las pocas investigaciones concernientes a marcadores exosomales 

específicos en plantas (Kameli et al., 2021), se ha propuesto que la biogénesis de los exosomas en 

plantas puede ser análoga al proceso encontrado en células de mamíferos y por tanto las proteínas 

involucradas guardan regiones estructurales homólogas (Nemati et al., 2022). Al no ser considerados 

organismos modelo, la información proteómica de maracuyá, taxo y lima es escasa, sin embargo, 

estudios sobre especies del género Citrus han logrado determinar homología en tetraspaninas 

encontradas en Arabidopsis thaliana (Stanly et al., 2019), e incluso con proteínas de mamíferos a través 

de comparación en bases de datos para vesículas extracelulares (Raimondo et al., 2015). En el presente 

estudio la proteína ALIX fue detectada de manera difusa en todas las muestras (Figura 17). Además, el 

tamaño de la proteína se detectó dentro del rango esperado (100 kDa), lo que puede significar que la 

biogénesis exosomal de maracuyá, taxo y lima está mediada por ALIX o una proteína homóloga para 

células vegetales. Al comparar el tamaño de la proteína detectada con el gel de acrilamida (Figura 16) no 

se visualizan bandas en la misma región, esto puede deberse a la existencia de poca proteína en relación 

al resto de proteínas detectadas. A diferencia de ALIX, las diferentes tetraspaninas no fueron detectadas 

en todas las muestras. En este caso, CD81 fue detectada de manera clara en exosomas de maracuyá, 

lima y microvesículas de taxo en el mismo rango de tamaño, lo que sugiere la existencia de 

tetraspaninas como marcadores exosomales vegetales independientes del género y la especie. Por otro 

lado, la detección de tetraspaninas en muestras de microvesículas se puede deber a la presencia de 

exosomas no separados por centrifugación diferencial (Livshits et al., 2015). Las tetraspaninas son 
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glicoproteínas, y de manera general se ha encontrado que contienen varios sitios de glicosilación 

(Boucheix & Rubinstein, 2001). Los distintos niveles de glicosilación así como otras modificaciones post 

traduccionales, pueden alterar el peso molecular de la proteína (Szczesna, 2019). La existencia de 

isoformas o variantes por splicing alternativo son responsables de la detección de bandas múltiples en 

distintos pesos moleculares (Bicer & Reiser, 2013), fenómeno que se observó en el caso de la detección 

de CD81 en exosomas de maracuyá (Figura 17).   

El efecto antiproliferativo de exosomas derivados de plantas ha sido estudiado en ensayos in 

vivo e in vitro (Kim et al., 2022; Raimondo et al., 2015; L. Zhang et al., 2021). Los mecanismos envueltos 

en este efecto no han sido dilucidados en su totalidad, no obstante, la literatura relaciona el contenido 

exosomal (dependiente de la célula secretora) con los efectos ejercidos. Tanto la fruta de maracuyá, 

como la de taxo y de lima contienen polifenoles y otros compuestos que ejercen actividad antioxidante, 

la cual además de tener efectos beneficiosos en el organismo puede jugar un papel fundamental en la 

progresión del cáncer (Mendelsohn & Larrick, 2014). En el estudio de Matito et al. (2003), se concluye 

que los polifenoles antioxidantes derivados de la uva promueven la apoptosis en células cancerígenas. 

Además, Raimondo et al. (2015), confirmaron que exosomas derivadas de limón inducen la muerte 

celular a través del ligando inductor de la apoptosis relacionada con el factor de necrosis tumoral 

(TRAIL). La inducción de TRAIL inicia la ruta apoptótica extrínsica y debido a que el ligando se 

sobreexpresa en células tumorales, las células normales se ven poco afectadas por su inducción 

(Ishibashi & Ohtsuki, 2008). En el presente estudio, se observó un efecto antiproliferativo en células de 

cáncer cervical HeLa a las 48 horas de exposición independientemente de la muestra y de la 

concentración utilizada. Una reducción estadísticamente significativa fue conseguida con la mayor 

concentración de exosomas derivados de taxo (Figura 18A). Por otro lado, los ensayos sobre la línea 

celular HEK293 no son uniformes para los exosomas de las diferentes muestras. El efecto 

antiproliferativo es significativo con exosomas de taxo a menor concentración, pero no es significativo al 
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aumentar la misma (Figura 19A). Los exosomas de lima a mayor tiempo de exposición ejercen un efecto 

proliferativo significante (Figura 18B) y la reducción observada en el tratamiento con exosomas de 

maracuyá sólo es significativa a las 24 horas de exposición, luego de lo cual se observa un aumento de la 

viabilidad celular (Figura 19C). Estos resultados pueden deberse a que la línea HEK293 no se consideran 

como un modelo de células humanas normales (Kavsan et al., 2011), ya que la incorporación de genoma 

adenoviral, responsable de su inmortalidad, alteró los patrones de expresión génica (Lin et al., 2014). A 

pesar de que ha sido estudiada en investigaciones sobre el cáncer (Stepanenko & Dmitrenko, 2015), se 

usa preferentemente para el estudio de interacción de proteínas y producción rápida de proteínas a 

pequeña escala por transfección (Lin et al., 2014). Finalmente, el efecto antiproliferativo sobre la línea 

HFF no es estadísticamente significativos con excepción de los exosomas derivados de maracuyá 

aplicados a mayor concentración (Figura 20C). El mecanismo conocido de inducción de TRAIL deriva en 

que el efecto citotóxico de los exosomas sobre líneas celulares sanas sea mucho menor al observado en 

células cancerígenas (Ishibashi & Ohtsuki, 2008; Raimondo et al., 2015). De igual manera se ha 

encontrado que moléculas bioactivas polifenólicas participan en la regulación de los niveles de 

expresión de oncogenes involucrados en la progresión celular y angiogénesis (Pérez‐Ortiz et al., 2019).  
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Capítulo VI: Conclusiones 

Se logró obtener exosomas a partir de jugo de maracuyá, taxo y lima, las poblaciones obtenidas 

fueron heterogéneas con tamaños en un rango de 30 a 85 nm y con la mayor cantidad de exosomas 

concentrados en un rango de 40 a 60 nm. Al observar exosomas mediante TEM se logra distinguir su 

característica morfológica a manera de esfera o copa hueca.  

El perfil proteico de exosomas aislados varía dependiendo de la muestra. Se logró detectar la 

presencia de proteína ALIX, en todas las muestras de exosomas y microvesículas. La tetraspanina CD63 

fue detectada en muestras de exosomas de maracuyá y microvesículas de taxo. La tetraspanina CD81 

fue detectada en exosomas de maracuyá, lima y microvesículas de taxo. El marcador CD69 fue 

detectado en microvesículas de taxo.  

Los exosomas aislados de maracuyá, taxo y lima presentaron efectos citotóxicos en línea celular 

cancerígena HeLa a las 48 horas de exposición e independientemente de la concentración aplicada. No 

se observaron efectos citotóxicos en línea celular normal con excepción del tratamiento con exosomas 

derivados de maracuyá a mayor concentración. Los resultados obtenidos se plantean como precursores 

de futuras investigaciones con la finalidad de explotar las características de exosomas de origen vegetal 

como posibles terapéuticos en cuadros oncológicos.    
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Capítulo VII: Recomendaciones 

La combinación de métodos de aislamiento y purificación puede mejorar el rendimiento de 

exosomas obtenidos de jugos de frutas. Se recomienda continuar las investigaciones con un paso de 

aislamiento que permita utilizar volúmenes más grandes antes del paso de purificación por SEC. 

Técnicas de proteómica y transcriptómica pueden dilucidar de mejor manera la carga de 

exosomas derivados de frutas. Es necesario acoplar estas técnicas con análisis bioinformáticos y 

comparación en bases de datos. Este tipo de información permitirá esclarecer los mecanismos genético 

moleculares involucrados en biogénesis, función e interacción interespecies de los exosomas. 

La caracterización de exosomas derivados de frutas puede explorarse mediante la síntesis de 

anticuerpos específicos para proteínas exosomales vegetales como las descritas en A. thaliana, TET8 y 

TET9. Futuros proyectos pueden abordar esta recomendación mediante la comparación de secuencias y 

búsqueda de regiones homólogas con las proteínas de mamíferos existentes. 

Se recomienda comparar la actividad antioxidante de exosomas derivados de diferentes frutas a 

través de métodos como DPPH y ABTS. Estudios posteriores deben determinar la concentración 

inhibitoria media máxima de exosomas para determinar su posible potencial como terapéuticos. 
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