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Resumen

Los cuerpos multivesiculares (CMV) de frutas excretan pequefias vesiculas (40-100
nm) conocidas como exosomas en el area extracelular para la comunicacion célula a
célula. Los exosomas contienen factores de transcripcion, citoquinas, acidos
nucleicos, lipidos y proteinas. Son usados en biomedicina por sus propiedades para
regular la funcién antioxidante, anti-inflamatoria y regulatoria de células inmunes
innatas y macrofagos asociados a tumores; administracion de genes o farmacos,
supresion del crecimiento tumoral y proliferacién celular. En este estudio nos hemos
interesado en tres frutas andinas: tomate de arbol (Solanum betaceum Cav), naranjilla
(Solanum quitoense Lamarck) y uvilla (Physalis peruviana L.) que tienen propiedades
antioxidantes. Se ha demostrado en diferentes lineas celulares que los exosomas
derivados de plantas como uva, jengibre, limén, mandarina, zanahoria, coco, brécoli,
trigo, ginseng y manzana tienen propiedades biolégicas que pueden tener mejores
beneficios terapéuticos que la propia planta de origen. El objetivo del estudio era aislar
exosomas de estas frutas por columna de exclusién de tamafio, caracterizarlos
mediante microscopia de transmisién electronica y Western Blot e investigar la
actividad proliferativa en tres lineas celulares y su citotoxicidad mediante ensayo de
bromuro de 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difeniltetrazolio (MTT). Nuestros resultados
mostraron que es posible aislar mediante columna de exclusién de tamafo una
poblacion de exosomas de tomate arbol, naranjilla y uvilla con morfologia y tamafio
similar, gue muestran la presencia de las proteinas Alix, CD81 y CD63, ademas de
gue juegan un papel importante en la proliferacién de lineas celulares humanas HFF,
HEK y Hela.

Palabras clave: microscopia de transmisién electronica, Western Blot,

antioxidante, antiproliferativa
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Abstract

Fruit multivesicular bodies (MVBs) excrete small (40-100 nm) vesicles known as
exosomes into the extracellular area for cell-to-cell communication. Exosomes contain
transcription factors, cytokines, nucleic acids, lipids, and proteins. They are used in
biomedicine for their properties to regulate the antioxidant, anti-inflammatory and
regulatory function of innate immune cells and macrophages associated with tumors;
gene or drug delivery, suppression of tumor growth and cell proliferation. In this study
we have been interested in three Andean fruits: tree tomato (Solanum betaceum Cav),
naranjilla (Solanum quitoense Lamarck) and uvilla (Physalis peruviana L.) that have
antioxidant properties. Exosomes derived from plants such as grape, ginger, lemon,
tangerine, carrot, coconut, broccoli, wheat, ginseng, and apple have been shown in
different cell lines to have biological properties that may have better therapeutic
benefits than the plant of origin itself. The aim of the study was to isolate exosomes
from these fruits by size exclusion column, characterize them by transmission electron
microscopy and Western Blot, and investigate the proliferative activity in three cell lines
and their cytotoxicity by 3-(4 5-dimethylthiazole bromide assay). -2-yl)-2 5-
diphenyltetrazolium (MTT). Our results showed that it is possible to isolate by size
exclusion column a population of exosomes from tree tomato, naranjilla and uvilla with
similar morphology and size, which show the presence of Alix, CD81 and CD63
proteins, in addition to the fact that they play an important role. in the proliferation of

human cell lines HFF, HEK and HelLa.

Key words: transmission electron microscopy, Western Blot, antioxidant,

antiproliferative
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Capitulo I: Introduccién

Antecedentes

En 1946 se publicé el primer estudio que demostraba la existencia de vesiculas
extracelulares (VE) observadas como particulas derivadas de plaquetas
procoagulantes en plasma normal. Antes de la década de 1980 se hablaba de la
liberacion de “fragmentos de membranas” o “polvo de plaquetas”, a partir de ese afio
los exosomas eran considerados desechos celulares que mediaban la comunicacién
de célula a célula (Gurunathan et al., 2019; Yafiez-Mé et al., 2015). El término
“exosoma” fue propuesto por Rose Johnstone para describir pequefias vesiculas de
40-1000nm. En 1983 junto con Harding encontraron vesiculas de 50nm liberadas por
cuerpos multivesiculares (CMV) de reticulocitos sanguineos en maduracion por
endocitosis hacia el espacio extracelular. Después el término se adoptd para vesiculas

entre 40 y 100nm. (Gurunathan et al., 2019; Yafiez-Mo et al., 2015)

Las VE se han aislado de varios tipos de células y fluidos biol6gicos desde saliva,
orina, fluido nasal y bronquial, liquido amniético, leche materna, plasma, suero, fluido

cerebroespinal hasta liquido seminal (Gioia et al., 2020)

Existen estudios sobre exosomas derivados de plantas (EP) como uva, limén, brécoli,
zanahoria, toronja, coco, jengibre, trigo, ginseng y manzana (Gioia et al., 2020; J. Kim

etal., 2022).

Justificacion

A lo largo de la historia el hombre ha utilizado productos naturales para
diversos propoésitos incluyendo medicinales, productos que en la actualidad son de
interés en la industria farmacéutica debido al papel que juegan contra enfermedades,
infecciones microbianas y procesos inflamatorios (Khushnud & Mousa, 2013; Silva
et al., 2013). Uno de los desafios comprende la baja biodisponibilidad de compuestos

naturales como flavonoides y polifenoles tienen (Silva et al., 2013; Thilakarathna &
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Rupasinghe, 2013; Williamson & Manach, 2005), pero este problema se puede
resolver mediante el desarrollo de farmacos basados en nanotecnologia aumentando
la biodisponibilidad de estos compuestos y por ende su efectividad y eficacia en el
tratamiento de enfermedades como inflamaciones, cancer y otras relacionadas al

sistema inmune (J. Kim et al., 2022; Gioia et al., 2020).

Los sistemas de nanotransportadores permiten superar las limitantes de la
administracién de productos naturales ya que aumentan su solubilidad (Sharma,
2014), selectividad, eficacia y seguridad; mejora la entrega de medicamentos
dirigiendo el compuesto a un 6rgano especifico o al sitio de la enfermedad de forma
pasiva, admiten alta capacidad de carga, se disuelven rapido en la sangre, disminuye
los efectos secundarios (Gioia et al., 2020), su pequefio tamafio les permite penetrar
barreras y muestran mayor retencion debido al escaso drenaje linfatico (Chidambaram
et al., 2011). No obstante, antes de la utilizacion de nanoparticulas como vehiculos de
administracion de farmacos se debe probar la eficiencia de absorcion por parte de las

células diana (de Jong et al., 2020).

En los ultimos afios las investigaciones se han dirigido a la obtencién de
nanovesiculas derivadas de plantas (NP) debido a sus apreciables propiedades para
aplicaciones clinicas como tamafio, alta tasa de internalizacion, baja toxicidad e
inmunogenicidad, biocompatibilidad, alta estabilidad en el tracto gastrointestinal, facil
produccion a gran escala y capacidad de superar la barrera hematoencefalica (Gioia

et al., 2020).

Los exosomas estimulan la respuesta inmune actuando como presentadores
de antigeno (Chaput & Théry, 2011), participan en la regeneracion y reparacion de
tejidos (Doyle & Wang, 2019). Ademas, presentan propiedades antioxidantes,
antinflamatorias y pro regenerativas (Gioia et al., 2020) sugiriendo su uso en terapias
pro angiogénicas para la regeneracion de 6rganos o anti angiogénicas para el

tratamiento contra el cancer (Yafiez-Mo et al., 2015).
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Se ha demostrado en diferentes lineas celulares que los exosomas derivados
de plantas como uva, jengibre, limén, mandarina, zanahoria, coco, brécoli, trigo,
ginseng y manzana tienen propiedades bioldgicas que pueden tener mejores
beneficios terapéuticos que la planta de origen (Gioia et al., 2020). En este estudio nos
hemos interesado en tres frutos especificos: tomate de arbol (Solanum betaceum
Cav), naranijilla (Solanum quitoense Lamarck) y uvilla (Physalis peruviana L.)
pertenecientes a la familia Solanaceae, los exosomas aislados de los extractos de
estas frutas podrian ser Utiles para aplicaciones en biomedicina por sus propiedades

antioxidantes, antinflamatorias y antiproliferativas.

Objetivos

Objetivo general

Obtener exosomas a partir de tomate de arbol (Solanum betaceum Cav,
Solanaceae), naranjilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y uvilla (Physalis

peruviana L., Solanaceae)

Objetivos especificos

1. Caracterizar exosomas de tomate de arbol (Solanum betaceum Cav,
Solanaceae), naranjilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y uvilla
(Physalis peruviana L., Solanaceae) mediante microscopia electronica.

2. Analizar el perfil proteico de exosomas de tomate de arbol (Solanum betaceum
Cav, Solanaceae), naranjilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y uvilla
(Physalis peruviana L., Solanaceae) mediante electroforesis vertical.

3. Determinar la citotoxicidad de exosomas de tomate de arbol (Solanum
betaceum Cav, Solanaceae), naranjilla (Solanum quitoense Lamarck,
Solanaceae) y uvilla (Physalis peruviana L., Solanaceae) mediante ensayo
colorimétrico con Bromuro de 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difeniltetrazolio

(MTT).



19
Hipotesis
Los exosomas aislados a partir de pulpa de tomate de arbol (Solanum
betaceum Cav, Solanaceae), naranjilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y
uvilla (Physalis peruviana L., Solanaceae) mediante columna de exclusién de tamafio

presentan en su composicion las proteinas CD81, CD63 y Alix y no muestran

citotoxicidad frente a lineas celulares humanas.
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Capitulo II: Revisién Bibliografica

Exosomas

Biogénesis y composicion

Segun el mecanismo de liberacidén y el tamafio existen tres tipos de vesiculas
extracelulares (VE): exosomas cuyo diametro es menor a 150nm producidos por
exocitosis, microvesiculas (MV) con un tamafio aproximado de 100-1000nm originados
por una protrusion hacia el exterior de la membrana plasméatica y cuerpos apoptéticos
gue superan los 1000nm derivados de células en apoptosis (Gioia et al., 2020;
Gurunathan et al., 2019). La biogénesis de exosomas ocurre via exocitosis de
endosomas multivesiculares y se liberan al ambiente extracelular durante la fusion de
la membrana plasmética con los cuerpos multivesiculares (CMV) (Harding et al.,

1983). Este proceso se da en tres pasos: 1) gemacioén de endosomas por invaginacion
de la membrana plasmatica, 2) formacién de CMV que contienen vesiculas
intraluminales (VIL) a partir de la membrana endosomal y 3) fusién de CMV con la
membrana plasmatica de varios tipos de células y liberacién de VIL en forma de
exosomas (Batista et al., 2011; Cocucci & Meldolesi, 2015; Hessvik & Llorente, 2018).
Las endosomas tempranos y CMV patrticipan en las funciones endociticas y de trafico
del material celular incluyendo la clasificacién, el almacenamiento, el reciclaje, el
transporte y la liberacién de proteinas (Borges et al., 2013). Estos exosomas funcionan
como mensajeros para la comunicacion con otras células mediante acoplamiento
vesicular y fusion con la ayuda del complejo de clasificacion endosomal requerido para
el transporte (ESCRT) y los complejos solubles del receptor de la proteina de fijacién

del factor sensible a la N-etilmaleimida (SNARE) (Henne et al., 2013).

Figura 1

Biogénesis de exosomas
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Nota. Adaptado de Review of the Isolation, Characterization, Biological Function, and
Multifarious Therapeutic Approaches of Exosomes (p. 4) por S. Gurunathan et al.,

2019, Cells.

Los CMV de frutas excretan pequefias vesiculas (30-100 nm) en el area
extracelular conocidas como exosomas para la comunicacion célula a célula (Suharta
et al., 2021; Tauro et al., 2012). Las plantas producen exosomas en respuesta a un
estrés bidtico o abiético; por ejemplo, una infeccion patdégena inducira la proliferacion
de CMV estimulando el sistema inmune de la planta en defensa contra ese patégeno

(An et al., 2006).

Los exosomas derivados de plantas (EP) son similares a los exosomas
derivados de mamiferos en morfologia, distribucién de tamafio, densidad, carga
eléctrica superficial y ciertos componentes (Ju et al., 2013). Los exosomas contienen
componentes del nucleo, mitocondria, aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico,
incluyendo factores de transcripcion, citoquinas, acidos nucleicos, lipidos y proteinas
de endosomas, de la membrana plasmética y del citosol que regulan procesos
fisiologicos (Gurunathan et al., 2019; Jeppesen et al., 2019; Y. Zhang et al., 2020).
Estas biomoléculas se encuentran en el interior de los exosomas envueltos por una

bicapa fosfolipidica (Gioia et al., 2020).


https://www.zotero.org/google-docs/?IKSOZh
https://www.zotero.org/google-docs/?IKSOZh
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La composicién de la bicapa lipidica de EP es diferente de la de exosomas
derivados de células de mamiferos, siendo glicerol y fosfolipidos las principales clases
de lipidos (Gioia et al., 2020; C. Yang et al., 2018). Las membranas exosomales de EP
estan compuestas de digalactosildiacilglicerol, monogalactosildiacilglicerol, &cido
fosfatidico y fosfatidilcolinas que le proporcionan actividades de regulacién propias de

células de mamiferos favoreciendo la comunicacion interespecies (Teng et al., 2018).

La fraccién proteica incluye proteinas relacionadas a la fusion y transporte de
membranas (Rab, GTPases), de choque térmico (HSP70, HSP90), tetraspaninas
(CD63, CD81), proteinas relacionadas con el complejo ESCRT (Tsg101, Alix),
integrinas, y componentes especificos como CD45 y MHC-II (Gurunathan et al., 2019;
Jeppesen et al., 2019; Y. Zhang et al., 2020). El complejo ESCRT consiste en cuatro
complejos proteicos (ESCRT-O0, I, Il y lll) y el complejo asociado AAA ATPasa Vps4
gue estan involucrados en la sintesis, maduracion y clasificacion de cargas de EP
(Henne et al., 2013; J. Kim et al., 2022). En cuanto a EP se han identificado proteinas
como patelinas 1-3, penetracion 1, cadena pesada de clatrina y de choque térmico

(Woith & Melzig, 2019).

Los componentes macromoleculares participan en las funciones celulares,
respuesta inmune, inflamacién, muerte celular, angiogénesis y el estado patolégico de

enfermedades neurodegenerativas y cancer (Howitt & Hill, 2016).

Figura 2

Estructura de exosomas
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Aplicaciones

Los exosomas son usados en biomedicina por sus propiedades contra
enfermedades relacionadas a la inflamacién y canceres, para regular la funcion
antioxidante, antinflamatoria y regulatoria de células inmunes innatas y macréfagos
asociados a tumores; homeostasis del tejido intestinal, administracion de genes o
farmacos, supresion del crecimiento tumoral, proliferacion celular y reduccion de la
acumulacién de lipidos y fibrosis (Gioia et al., 2020) (fig. 3). Varios estudios destacan
su actividad en el proceso de curacion, prevencion de gingivitis e infecciones y
mantenimiento de la microbiota intestinal beneficiosa (Suharta et al., 2021). Dentro del
sistema nervioso intervienen en el crecimiento de neuritas, formacion de mielina 'y

supervivencia neuronal (Doyle & Wang, 2019)

Sirven para monitorear la respuesta de un paciente a cierto tratamiento, el

desarrollo de vacunas por ser vesiculas presentadoras de antigenos (Chaput & Théry,
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2011), prevencion y tratamiento de enfermedades inflamatorias promoviendo factores
de curacion y bloqueando los factores dafinos (M. Zhang, Collins, et al., 2016; M.

Zhang & Merlin, 2018).

Gracias a sus caracteristicas fisioldégicas, quimicas y bioldgicas, los EP se
emplean como nanotransportadores de farmacos capaces de administrarse a
diferentes dosis (C. Yang et al., 2018); ademas se consideran mas seguros que otros
nanotransportadores artificiales como nanoparticulas basadas en oro, plata, carbon y
copolimeros (Wolfram et al., 2015). Sus efectos terapéuticos se derivan de los

productos bioquimicos naturales de las plantas de origen (J. Kim et al., 2022).

Las ventajas son que los exosomas pueden derivarse de un sinnimero de
plantas comestibles, presentan baja toxicidad, inmunogenicidad reducida, absorcion
celular eficiente, vida media circulante prolongada, alta estabilidad y biocompatibilidad,
son bien tolerados por el cuerpo humano y de facil produccién a gran escala, pueden
penetrar las membranas celulares y dirigirse a un tipo de célula especifico (J. Kim

et al., 2022; Lai et al., 2013).

Figura 3

Propiedades biologicas de EP
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Cicatrizacién de heridas

La cicatrizacién de heridas es un proceso que incluye hemostasia, inflamacion,
angiogénesis, proliferacion de fibroblastos, depoésito de coldgeno y remodelacion de
tejidos (Leoni et al., 2015). Se ha demostrado que los productos naturales tienen una
actividad alta sobre las heridas mediante la reduccion de factores oxidativos, supresion
de citocinas proinflamatorias, potenciacion de enzimas antioxidantes y promocién de la

neovascularizacion y las vias angiogénicas (Hajialyani et al., 2018).

Las nanovesiculas (NV) de toronja, jengibre y brécoli limitan la produccion de
citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1B3, aumentan los mediadores
antioxidantes y antiinflamatorios en los macréfagos, bloquean la activacion de NLRP3,
reducen las especies reactivas de oxigeno (ROS) y aumenta la traslocacion de Nrf2
(Chen et al., 2019; Deng et al., 2017; Mu et al., 2014; B. Wang et al., 2014; Zhuang

et al., 2015). La translocacion nuclear del factor nuclear (derivado de eritroide 2)
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similar a 2 (Nrf2) activa un patrén de defensa citoprotector pleiotrépico que incluye
antioxidantes y protege contra enfermedades inflamatorias al inhibir las lesiones

tisulares mediadas por estrés oxidativo (Gioia et al., 2020; R. Wang et al., 2013).

Asimismo, las NV derivadas de uva, trigo y jengibre promueven la proliferacién
de células madre y la formacién de organoides, inducen citocinas proinflamatorias (IL-
10, IL-22), aceleran la cicatrizacién de heridas y aumentan la expresiéon de colageno
(Ju et al., 2013; Sahin et al., 2019; M. Zhang, Viennois, et al., 2016). Ju et al. sefial6 la
capacidad de las NV de uva para regular al alza la expresién de marcadores
pluripotentes de células como SOX2, Oct4 y KIf4, a la vez que inducen la proliferacion
de células madre intestinales Lgr5" impulsando la homeostasis del tejido epitelial
intestinal para su regeneracion (Ju et al., 2013). Las NV obtenidas del trigo tienen la
habilidad de regenerar la piel por su accion migratoria y proliferativa en fibroblastos
endoteliales, dérmicos y epiteliales, aumentan el nivel de expresiéon de ARNm de
colageno tipo | y estimulan la formacion vascular durante el proceso de cicatrizacion
(Sahin et al., 2019). Las NV de jengibre originan la cicatrizacion de heridas intestinales
al momento que expresan proteinas de la mitocondria y del citoplasma como axina,

proteinas de shock térmico y quinesinas (M. Zhang, Viennois, et al., 2016)
Frutas Andinas
Generalidades

El tomate de arbol (Solanum betaceum Cav), la naranjilla (Solanum quitoense
Lamarck) y la uvilla (Physalis peruviana L.) son plantas originarias de los Andes
(Albarracin, 2013; Flores Rodriguez, 2007; Valverde et al., 2010). Las tres pertenecen
a la familia Solanaceae, el tomate de arbol y la naranjilla son del mismo género

Solanum, y la uvilla del género Physalis.

Tabla 1

Clasificacion taxonémica de tomate de arbol, naranjilla y uvilla
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Nombre comun Tomate de arbol Naranjilla Uvilla

Reino Plantae Plantae Plantae
Division Angiospermae Angiospermae Mognoliophyta
Clase Magnoliopsida Simpetala Dicotiledoneas
Orden Solanales Tubiflora Tubiflora
Familia Solanaceae Solanaceae Solanaceae
Genero Solanum Solanum Phylasis
Especie betaceum guitoense peruviana

Nombre Cientifico

Solanum betaceum

Cav.

Solanum quitoense Physalis peruviana

Lamarck

L.

Nota. Tomado de Clasificacién taxonémica (p. 5) por S. Buono et al., 2018,

PROCISUR. Clasificacion taxonémica (p. 24) por J. Revelo et al., 2010, INIAP.

Clasificacion vegetal (p.7) por E. Quinga Toasa, 2021, Fundacién Humana Pueblo a

Pueblo Ecuador y Fundaciéon Mujeres.

El tomate de arbol es un arbusto semilefioso perenne y mide de 2-4m de altura

(Zambrano Cabrera, 2011). Su baya ovoide esta cubierta de una cascara en

tonalidades morada, naranja, roja o amarilla segun la variedad y su pulpa tiene 200-

400 semillas pequefas (Flores Rodriguez, 2007). La naranijilla tiene ramificaciones de

tallos semilefiosos y gruesos. Su fruto es redondo de 4 a 6 cm de diametro con

cascara en tonos desde anaranjado a amarillo y en su interior tiene cuatro

compartimentos llenos de pulpa de color verdoso con varias semillas pequefias

(Valverde et al., 2010).

La uvilla es un arbusto perenne, herbaceo y fuertemente ramificado de 2m de

altura, produce una baya carnosa amarillenta y anaranjada con abundantes semillas,

recubierto por el caliz a manera de capuchéon (Albarracin, 2013).

Figura 4

Flor y fruta de tomate de &rbol, naranijilla y uvilla
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Nota. A) Tomate de arbol B) Naranjilla C) Uvilla Tomado de Flores del arbol del

tomate y brotes, por Greyling, L., s.f., (https://www.publicdomainpictures.net/es/view-
image.php?image=62667&picture=flores-del-arbol-del-tomate-y-brotes). CCO Public
Domain; Fruto de tomate de arbol. Tomado de Solanum betaceum, andénimo, 2022,
Wikipedia (https://es.wikipedia.org/wiki/Solanum_betaceum). Tomado de Naranijilla,
anonimo, 2022, Wikipedia, (https://es.wikipedia.org/wiki/Solanum_quitoense). Tomado
de Flor de Uvilla por Babiloni, J., 2012, Sangrando en verde (http://jardin-
mundani.blogspot.com/2012/03/physalis-peruviana-el-bombon-andino.html). Fruto de

uvilla por Coopfruits, s.f., (https://coopfruits.com/index.php/gallery)

En la tabla 2 se presentan algunos de los requerimientos edaficos y climaticos para el

crecimiento de estas plantas.

Tabla 2

Caracteristicas climéticas y edaficas del tomate de arbol, naranijilla y uvilla

Caracteristica Tomate de arbol Naranjilla Uvilla
Altitud (msnm) 1000 - 3000 850 - 1500 2000 — 3000
Precipitacion 500 - 2500 1800 - 4000 1000 - 1500
(mm)

Temperatura ('C) 14 -20 17 - 29 15-20
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Caracteristica Tomate de arbol Naranjilla Uvilla

Suelo Franco con 4-5% de  Franco, franco Franco y franco-
materia organica arcilloso o franco arcilloso con alto
profundo y bien arenoso, profundo  contenido de
drenado con buen materia organica y

contenido de
materia organicay
buen drenaje

pH 6-7 53-6

buen drenaje

5,5-6,8.

Nota. Tomado de Condiciones agroecoldgicas, por INIAP, 2014,

(http://www.tecnologia.iniap.gob.ec/index.php/explore-2/mfruti/rtomatea). Creacion de

un centro de acopio para la exportacion de uvilla desde el canton Pillaro-Ambato hacia

Berlin-Alemani (p. 11) por C. Albarracin, 2013.

Las principales zonas de produccién tanto del tomate de arbol, como la

naranjilla y uvilla se ubican en la sierra y amazonia, en su mayor parte al norte del

pais. La figura 5 representa un esquema de las provincias que los cultivan.

Figura 5

Provincias donde se producen tomate de arbol, naranijilla y uvilla en Ecuador
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Composicion quimica

En el tomate de arbol se han encontrado vitamina C, derivados de

hidroxicinamoilo (acido rosmarinico y &cido cafeoilquinico), antocianinas, taninos,

carotenoides y flavonoides (antocianinas) (Orqueda et al., 2020).

Burri et al. describi6 los pigmentos: feofitina, clorofila (A, C1, C2 and C3) y
carotenoides. El mayor pigmento fue -caroteno (45%), seguido de zeaxantina (7-
13%), luteina y anteraxantina estuvieron por encima del 5% y otros compuestos de
xantofila incluyendo violaxantina, astaxantina, sifonaxantina, diadinoxantina,
flavoxantina A, dinoxantina, y flavoxantina B. Entre las antocianinas estan los

rutinésidos de cianidina, delfinidina y pelargonidina (T. Diep et al., 2020); entre los

flavonoides estan quercetina and miricetina (Vasco et al., 2009).

30



31

Dentro de los compuestos fendlicos se encuentran los &cidos hidroxicinamicos

(acidos cafeico, ferulico, p-cumarico y rosmarinico) que representan el 55%, acidos
hidroxibenzoicos (acido gélico, elagico y vanilico), flavonol (kaempferol), flavanona
(naringina), flavanoles (catequina, epicatequina) y glucosidos de flavonol (rutina,

kaempferol-3 -rutinésido e isorhamnetin-3-rutindsido); siendo el 4cido clorogénico

(acido 3-O-cafeoilquinico) y kaempferol-3-rutinoside los fenoles dominantes (T. Diep et

al., 2020; Espin et al., 2016).

Tabla 3

Composicion nutricional del tomate de arbol

Componentes Contenido para 100g de fruta

Acidez

Brix
Calorias
pH
Humedad
Carbohidratos
Ceniza
Fibra
Proteina
Calcio
Caroteno
Fosforo
Hierro
Niacina
Riboflavina

Tiamina

1,93-1,60
11,50-10,50
30
3,17-3,80

86,03-87,07%

79

1000UlI
41mg
0,90mg
1,07mg
0,03mg

0,10mg
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Componentes Contenido para 100g de fruta

Vitamina C 25mg

Vitamina E 2,10mg

Nota. Adaptado de Estudio de factibilidad para la produccion y exportacion del tomate

de arbol del cantdn el chaco hacia Espafia (p. 9) por W. Zambrano, 2011.

Tabla 4

Compuestos fendlicos de tomate de arbol en mg/Kg

Compuesto Cascara Pulpa Semillas
(+)-catequina - - 0.8+0.2
Acido clorogénico 253.8+£3.8 1255+1.2 37.7+£13
Acido transcinamico - 28.7+2.0 -

Acido p-cumarico 0.2+0.0 0.2+0.0 -
Epicatequina - - 25+£0.1
Acido ferdlico 8.7+0.2 7.6+0.1 -

Hidrato de rutina 95+14 - 0.7+0.0
Acido sinapico 10.3+0.7 1.6+0.2 -
Siringaldehido 0.7+0.0 - -
Taxifolina 0.2+0.0 0.1+£0.0 0.1+0.0
> fenoles 284.1+1.2 165.1+2.2 421 +1.2

Nota. Adaptado de Native Colombian Fruits and Their by-Products: Phenolic Profile,
Antioxidant Activity and Hypoglycaemic Potential, (p. 6) por M. Loizzo et al, 2019,

Foods

Los compuestos fendlicos de la naranjilla se categorizan en &cidos fendlicos
(1%), dihidrochalconas (1%), estilbenos (3%), antocianinas (4%), flavones (7%),
flavononas (8%), acidos hidroxicinamicos (15%) flavonoides (22%) y otros fenoles
(7%) (Hinestroza-Cérdoba et al., 2021). Entre los glucésidos de flavonol se han

encontrado glucosidos de quercetina (quercetina-3-rutindsido), glucésidos de
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isorhamnetina, glucésidos de kaempferol (Gancel et al., 2008) y B-glucésido (Forero
et al., 2016). También se han descubierto acidos clorogénicos (Loizzo et al., 2019)
como &cido 5-O-cafeoilquinico y acido 4-O-cafeoilquinico y sus hexdxidos (Gancel et

al., 2008), y dihidrocaffeoil espermidina (Gancel et al., 2008)

Con respecto a los carotenoides estan el 13-cis-B-caroteno, 9-cis-B-caroteno,
luteina y all-trans-B-caroteno, el cual es el carotenoide principal representando el
~45%:; los ésteres representan el 12% (Gancel et al., 2008). El acido a-linolénico y
acido linoleico son los &cidos grasos encontrados, el primero es el mas abundante

(Gancel et al., 2008).

Tabla 5

Composicion nutricional de la naranijilla

Componentes Contenido para 100g de fruta
Humedad 90,46 %
pH 3
Acidez 2,56 %
Sélidos solubles 10,8 "Brix
Cenizas 0,59 %
Proteina 0,64 %
Fibra 0,46%
Carbohidratos 7,74%
Azucares totales 4,62%
Azucares reductores 2,40%
Vitamina C 53,33mg
Polifenoles totales 81mg
Carotenoides 0,127mg

Calcio 4,8mg
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Componentes Contenido para 100g de fruta
Magnesio 12,4mg
Fosforo 9,5mg
Potasio 309mg
Sodio 0,5mg
Hierro 0,1mg
Zinc 0,2mg

Nota. Tomado de Caracteristicas quimicas de los frutos cultivares comerciales de

naranjilla (p. 38) por J. Revelo et al., 2010, INIAP.

Tabla 6

Compuestos fendlicos de naranjilla en mg/Kg

Compuesto Céascara Pulpa + semillas
Acido clorogénico 98.6 + 29 19.1 #1.0

Acido p-cumérico 0.4+0.0 -

Acido galico 1.3+0.0 -

Hidrato de rutina 51.1+3.6 -

Taxifolina 0.3+0.0 0.1+0.0

> fenoles 1516+ 25 200+£1.0

Nota. Adaptado de Native Colombian Fruits and Their by-Products: Phenolic Profile,

Antioxidant Activity and Hypoglycaemic Potential, (p. 6) por M. Loizzo et al, 2019,

Foods

Para la uvilla se han caracterizado diferentes flavonoides, terpenoides y

glicésidos (Castro et al., 2015), fenoles, saponinas, witanélidos, peruviosis,

fisaperuvina, irinianos, acido cinamoilo, kaempferol y di y triglucésidos de quercetina

(Mufioz et al., 2021; Nocetti et al., 2020); siendo la rutina (quercetina-3-O-rutinésido),

guercetina-7-O-glucésido-3-O-rutindsido y kaempferol-3-O-rutindsido los principales

flavonoides (Nocetti et al., 2020).
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Mufioz et al. detall6 la composicion de la uvilla, entre terpenos los carotenoides
son los mayormente encontrados (11,15%), seguidos de los monoterpenos (8,76%),
sesquiterpenos (5,57%) y diterpenos (3,18%). El trans-B-caroteno, 9-cis-B-caroteno y
all-trans-a-criptoxantina son los carotenoides principales. Dentro de los compuestos
fendlicos, los flavonoides son los mas representativos (5,17%), contintdan los
derivados del &cido cinamico (3,98%), compuestos monofendlicos (1,79%), acidos
fendlicos (1,39%), cumarinas (0,79 %), ésteres fendlicos (0,79 %), chalconas (0,39 %),
aldehidos fendlicos (0,39 %) y estilbenos (0,19 %). Los fenoles mas abundantes

fueron el acido galico, el &cido 4-hidroxibenzoico y el kaempferol (Mufioz et al., 2021).

La leucina, fenilalanina, treonina y valina son los aminoacidos esenciales mas
importantes; de igual forma el acido glutamico, la arginina y acido aspartico de los
aminoacidos no esenciales; el acido linoleico, acido oleico y &cido palmitico de los
acidos grasos; el B—tocoferol de los tocoferoles; y campesterol 6-5-avenasterol y [3-

sitosterol de los esteroles (Nocetti et al., 2020).

Tabla 7

Composicion nutricional de la uvilla

Componentes Contenido para 100g de fruta

Calorias 54
Proteina 1,509
Grasa 0,509
Carbohidrato 119
Fibra 0,409
Cenizas 0,70g
Calcio 9mg
Fosforo 2,10mg

Hierro 1,70mg
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Componentes Contenido para 100g de fruta

Vitamina A 1730 UI
Tiamina 0,01mg
Riboflavina 0,17mg
Niacina 0,80mg
Acido

20mg
ascorbico

Nota. Adaptado de Creacion de un centro de acopio para la exportacion de uvilla

desde el cantén Pillaro-Ambato hacia Berlin-Alemani (p. 8) por C. Albarracin, 2013.

Tabla 8

Compuestos fendlicos de uvilla en mg/Kg

Compuesto Céascara Pulpa + semillas
Acido clorogénico 1.5+0.1 0.7+0.1

Acido galico 0.9+0.0 -

Polidatina 0.6 £+ 0.03 0.6 +0.07
Hidrato de rutina 0.1+0.0 -

> fenoles 3.2+0.2 14+0.2

Nota. Adaptado de Native Colombian Fruits and Their by-Products: Phenolic Profile,
Antioxidant Activity and Hypoglycaemic Potential, (p. 6) por M. Loizzo et al, 2019,

Foods

Tabla 9

Porcentaje de acidos grasos de tomate de arbol, naranijilla y uvilla
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. S. Quitoense P. Peruviana C. Betacea
Fatty Acids
Peel Pulp + Seed Peel Pulp + Seed Peel Pulp Seed Peel
Cl16:0 22601 256 =04 206 £26 195+ 0.7 229+04 198 +0.1 13.6 £ 0.0 154 =0.1
C18:0 63+02 47102 27x=01 24101 2602 14 +0.1 33+01 22x+040
C20:0 n.d. n.d. 54 +£05 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
SFA 289 +01 303 £ 0.6 288+21 220+05 254 4+02 215+02 16.9 £ 0.1 17.6 £ 0.1
Cle:1 1.6+01 n.d. 0.6 = 0.0 14=x01 n.d. 1.8 =0.1 0.7+ 0.0 0400
C18:19 12.7 £ 0.3 17.0 £ 0.1 265+05 205+05 4144+03 39.1+02 172 £ 0.6 11.3 £ 0.0
C18:111 3603 n.d. 64 £+0.1 84+04 23+01 1.2+0.1 14+01 1.2+00
MUFA 18.0 £ 0.7 170 £ 0.1 33.5 =06 303 +1.0 437 04 41.7 04 19.3 £ 0.8 13.0=x0.1
C18:2 n-6 11.5£0.1 235+09 3.6 £0.1 11.9 £ 0.1 10.4 £ 0.1 131402 58.3 £ 1.0 63.9 £ 0.3
C18:3 n-6 n.d. n.d. 43 +£01 44+07 n.d. n.d. n.d. n.d.
C18:3n-3 41.6 =09 29.2+05 298+13 314 +1.0 205+04 236 07 55+01 55x00
PUFA 53108 52.7 £ 0.5 37.7£15 477 £ 04 309 +£0.3 36.8 £ 0.5 63.8 0.9 69.4 £ 0.2

SFA, saturated fatty acid; MUFA, monounsaturated f.\tt_v acid; PUFA, polyunsaturated f.\tt_v acid; n.d.; not detectable. Results represents means =+ standard deviation (S.D.) (n = 3)

Nota. Adaptado de Native Colombian Fruits and Their by-Products: Phenolic Profile,
Antioxidant Activity and Hypoglycaemic Potential, (p. 6) por M. Loizzo et al, 2019,

Foods.

Propiedades biol6gicas

Se usan comunmente en la preparacion de muchas comidas, en la industria se
utilizan para producir principalmente mermeladas y dulces, ademas de snacks, jugos,
licores y cocteles; pero también se han aplicado como medicina tradicional por sus
propiedades nutraceuticas debido a la combinacion de compuestos bioactivos

presentes en las frutas (Viera et al., 2022).

Varios estudios han descrito que el tomate de arbol previene el sindrome
metabdlico (Orqueda et al., 2020), es un aglutinante de acidos biliares, emulsificante y
estabilizante de alimentos ricos en grasas, puede retener aceite y agua e inhibe la
formacién de &cido Urico (Flores Rodriguez, 2007); es un antimicrobiano y
antiinflamatorio para dolores de garganta y encias inflamadas, reduce el colesterol
(Vasco et al., 2009) y tiene propiedades antibacteriales contra E. coli, P. aeruginosa,
and S. aureus, S. pyogenes (T. Diep et al., 2020), bacterias fitopatégenas y hongos
xil6fagos y fitopatdogenos (Ordoiez et al., 2006); hipolipémicas (Orqueda et al., 2020),

antienvejecimiento, antidiabéticas, antinflamatorias, anticancerigenas (Tabla 10)

Su capacidad antioxidante se le atribuye a antocianinas (T. Diep et al., 2020),

pero principalmente a compuestos fendlicos (Orqueda et al., 2020), entre ellos
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flavonoides (Vasco et al., 2009) que también le confieren su actividad antiviral (Viera
et al., 2022) y antibacterial (T. T. Diep et al., 2021). Sus acidos fendlicos, antocianinas,

taninos y carotenoides pueden inhibir ciertas enzimas (Orqueda et al., 2020) (tabla 10).

Tabla 10

Compuesto y efecto biolégico de tomate de arbol.

Propiedad Compuesto Referencia

Antibacterial Ester de cafeoilo acido rosmarinico  (Espin et al., 2016)
Flavonoides (T. T. Diep et al., 2021)
Rutina (T. Diep et al., 2020)

Antioxidante Acidos hidroxicinamoilos: acido (T. Diep et al., 2020;

Antiinflamatorio

rosmarinico, 3-O-acido
cafeoilquinico, acido clorogénico
Antocianina: delfinidina 3-
rutinésido,

Acido ascorbico

B-caroteno, a-tocopherol

Queracianina, pelargonidina 3-
rutindsido, tulipanina, delfinidina 3-
O-a-l-ramnosil-B-dglucésido-3'-O-
B-d-glucésido

Compuestos fendlicos, saponinas

Acido clorogénico

Antocianinas a base de delfinidina

Espin et al., 2016;
Orqueda et al., 2020)

(T. Diep et al., 2020)

(Viera et al., 2022)
(Burri et al., 2011;

Vasco et al., 2009)

(Espin et al., 2016)

(Elizalde-Romero et al.,
2021)
(T. T. Diep et al., 2021)

(Liu et al., 2018)
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Propiedad

Compuesto

Referencia

Anticancerigeno

Antidiabético

Anti-obesidad

Antiviral

Anti nociceptivo

Galactoarabinoglucuronoxilanos

Saponinas, carotenoides

Acido clorogénico, rutina,
antocianinas

Acidos fenolicos

Acido rosmarinico y acido

cafeoilquinico

Flavonoides

Saponinas

Rutina

galactoarabinoglucuronoxilanos

(do Nascimento et al.,
2013)

(T. T. Diep et al., 2020;
Elizalde-Romero et al.,
2021)

(T. Diep et al., 2020)

(Orqueda et al., 2020)
(Orqueda et al., 2020;
Spinola & Castilho,
2017)

(Viera et al., 2022)
(Elizalde-Romero et al.,
2021)

(T. Diep et al., 2020)
(do Nascimento et al.,

2013)

Nota. Elaboracién propia

En Ecuador la uvilla se usa de forma tradicional como desinfectante y para

curar heridas (antiséptico) (Tene et al., 2007), ejerce una actividad como hipoglicémico

inhibiendo la a-amylase (Mufioz et al., 2021), antipirético (Mufioz et al., 2021), anti

fibrético (Nocetti et al., 2020), antimicrobiano actuando sobre bacterias Gram positivas

y negativas y levaduras: Pseudomonas syringae (Mufioz et al., 2021), P. aeruginosa,

K. pneumoniae, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella sp.,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Lactococcus lactis (Nocetti

et al., 2020).
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Ademas, protege contra trastornos del tracto gastrointestinal, enfermedades del
sistema endocrino y sistema respiratorio, asma, malaria, reumatismo, dermatitis y
hepatitis; es un diurético e inmunomodulador (Mufioz et al., 2021), reduce los niveles
de colesterol total, colesterol LDL, triacilglicerol total, acido urico, ureay la actividad de
la alanina aminotransferasa (ALT) sérica (Nocetti et al., 2020); protege contra la lesion

renal aguda y mejora la histologia renal (Ezzat et al., 2021).

Muchos estudios han revelado su compaosicion fitoquimica y la propiedad que
le confiere dicho compuesto (tabla 11). Los minerales, acidos grasos, fenoles,
flavonoides, saponinas, entre otros compuestos le dan un poder anti proliferativo
incluyendo células cancerigenas (Nocetti et al., 2020). El 4B3-hidroxiwithandlido E

previene la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (W.-J. Yang et al., 2020).

Tabla 11

Compuesto y efecto biolégico de uvilla

Propiedad Compuesto Referencia

Antioxidante Compuestos fendlicos; (Etzbach et al., 2018)
Carotenoides: (all-E)-luteina
(60%) y (all-E)-B-caroteno
(22%), (all-E)-neoxantina,
(all-E)-violaxantina, (2)-
luteina, (todo-E)-taraxantina
y (2)-taraxantina
Flavonoides (Toro A. et al., 2013)
Witanolidos: 4[3- (Nocetti et al., 2020)
hidroxiwithanolido E
a-tocoferol, B-tocoferol (Azzi, 2019; Chasquibol &

Yacono, 2015)
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Propiedad Compuesto Referencia
Acido ascorbico (Wahdan et al., 2019)
Acido rosmarinico, acido (Mier-Giraldo et al., 2017)
ursolico, acido galico,
catequina y galato de
epicatequina

Antinflamatorio Acido 4-hidroxibenzoico (H. Kim et al., 2020)

Antidiabético

Anti proliferativo

Anti-hepatotdxica:

Antimicrobiano

Luteina

Esteres alifaticos de
sacarosa: peruviosis Ay B,
y-tocoferol

fisalinas A,B,DyFy
glucésidos

Acido 4-hidroxibenzoico
Acido galico

Kaempferol

4-beta-hidroxi withandlido
Witaperuvina C y fisalactona
y-tocopherol, esteres
alifaticos de sacarosa:
peruviosis Ay B

Acido 4-hidroxibenzoico
Flavonoides, saponina,
fenoles

Esteres alifaticos de

sacarosa: peruviosas Ay B;

(Mufioz et al., 2021)

(Nocetti et al., 2020)

(Nocetti et al., 2020)

(H. Kim et al., 2020)
(Muiioz et al., 2021)
(Alkhalidy et al., 2018)
(Chiu et al., 2013)
(Sang-Ngern et al., 2016)

(Nocetti et al., 2020)

(H. Kim et al., 2020)

(Arun & Asha, 2007)

(Nocetti et al., 2020)
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Propiedad Compuesto Referencia

fenoles, flavonoides, xantina,

saponinas, witanélidos

Acido 4-hidroxibenzoico (H. Kim et al., 2020)
Antifangico Esteres alifaticos de (Nocetti et al., 2020)

Antienvejecimiento
Antiviral

Insecticida

sacarosa: peruviosas Ay B
Acido 4-hidroxibenzoico
Acido 4-hidroxibenzoico
Esteres alifaticos de

sacarosa: peruviosas Ay B

(H. Kim et al., 2020)
(H. Kim et al., 2020)

(Nocetti et al., 2020)

Nota. Elaboracién propia

La naranijilla ayuda al buen funcionamiento de los rifiones, su consumo es

recomendado para personas que sufren gota, funciona como diurético, anticancer,

regenerador de tejidos y tonificantes (Granados et al., 2013); también regula la

alteracion del metabolismo de la glucosa, por lo que se considera un hipoglucemiante

(Loizzo et al., 2019) e inhibe la enzima convertidora de angiotensina | (ACE-I), por lo

gue se usa como antihipertensivo (Forero et al., 2016) (tabla 12).

Tabla 12

Compuesto y efecto biol6gico de naranijilla

Propiedad

Compuesto

Referencia

Antioxidante

Antidiabético

Antihipertensivo

Fenoles, carotenoides y

acido ascorbico

flavonoides (rutina), acido

clorogénico
N1, N4, N8 -tris

(dihidrocafeoil)

(Gancel et al., 2008)

(Loizzo et al., 2019)

(Forero et al., 2016)
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Propiedad Compuesto Referencia

espermidina 'y N1, N8 -bis-
(dihidrocafeaoil)

espermidina

Nota. Elaboracion propia

Tabla 13

Actividad antioxidante e hipoglucemiante de tomate de arbol, naranjilla y uvilla

DPPH ABTS p-Carotene FRAP a-Amylase «-Glucosidase
Title Sample (ICs ug/mL) (ICsp pg/mL) Bleacing Test  \i poryg) ~ RACT GAS (ICsp pg/mL) (ICsp pg/mL)
(ICsp pg/mL)
Solanaceae
S quitoense Peel 388 £ 2.1 %+ 167.6 £ 37+ 11£13%%¢ 49415 043 0.81 318+ 12 %% 79+10
Pulp + Seed 613 +2.0% 576.8 + 75 6905 162£25%% 038 0.87 549424 571420 %%
P. persviana Peel 179 £51%% 8133 £ 39 1024119 130+£08"% 020 1.72 341 4+ 22 37.6+25
Pulp + Seed 5.3+ 2.1 >1000 193 416" 73406 —0.03 1.40 643+ 3.0 " 450+1.1
C. betacea Peel 747 £ 3.5 149.8 + 3.6 ¥ 219 £ 157 639 +35 0.05 1.52 771 4+ 3.3 % 329+£29%
Pulp 413 L5550 4638 £ 47V 938 L 45T 98L067 068 242 927 £ 3.8+ 951 % 457
Seed 57.9 £ 1.5 % 320.8 £33 % 582407 2542257 .09 1.30 1029 + 40 % 195.1 = 47 %

Data are given as media + S.D. (n = 3); 22-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Radical Scavenging Activity Assay; Antioxidant Capacity Determined by Radical Cation
2,2 -Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS?), B-Carotene bleaching test, Ferric Reducing Ability Power (FRAP); Relative antioxidant capacity Index (RACI); Global
Antioxidant Score (GAS); * Propyl gallate, ascorbic acid and butylated hydroxytoluene (BHT) were used as positive control in antioxidant test, while acarbose was used in carbohydrate
hydrolysing enzyme inhibition assays. Differences within and between groups were evaluated by one-way ANOVA followed by a multicomparison Dunnett’s test (=0.05): **** p < 0.0001,
¥ p < 0.001, ** p <0.05 cnmpamd with the pus.ih‘vu controls.

Nota. Adaptado de Native Colombian Fruits and Their by-Products: Phenolic Profile,

Antioxidant Activity and Hypoglycemic Potential, (p. 6) por M. Loizzo et al, 2019, Foods

Mecanismo de accién

El tomate de arbol es un antioxidante gracias su capacidad de secuestrar
especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno (ROS/RNS), ser un protector de la
membrana de los glébulos rojos y depurador de O2-, H202 y NO (Orqueda et al.,
2020), disminuir la peroxidacion lipidica (Burri et al., 2011), absorber radicales de
oxigeno, ser un agente reductor de hierro (T. T. Diep et al., 2020), capturar radicales
libres por la presencia de grupos hidroxilo en su composicién (Elizalde-Romero et al.,

2021) y proteger el dafio del ADN (T. Diep et al., 2020).

Asimismo, la uvilla tiene caracteristicas antioxidantes ya que cumple una
funcién protectora contra el dafio de ADN y disfuncién mitocondrial (Chasquibol &
Yacono, 2015), reduce las enzimas asociadas al estrés oxidativo (Toro A. et al., 2013)

e iones férricos (Mufioz et al., 2021), inhibe la peroxidacion lipidica, actia para la



44

eliminacion del anién superdxido y la inhibicion de las actividades de la xantina

oxidasa (S. J. Wu et al., 2006).

El 4B-hidroxiwitanolido E aislado de la uvilla potencia la actividad antioxidante e
inhibe el estrés oxidativo cuando actia como activador del Nrf2 durante la afeccion
pulmonar obstructiva cronica, mediante la interrupcion de la interaccién proteina-
proteina Nrf2-Keapl mediante modificacion de residuos de cisteina Cys288 y Cys151
en Keapl y la consecuente supresion de la ubiquitinacion de Nrf2. También bloquea la

respuesta inflamatoria de NF-kB estimulada por LPS (W.-J. Yang et al., 2020)

Castro et al. observé una mejora en ratas con colitis tratadas con un extracto
obtenido de los calices de uvilla mediante la baja liberacién de NO por macréfagos,
secuestro de radicales libres, disminucién de la produccién de citocinas
proinflamatorias (IL-1B y TNF-a), regulacién de la expresion a la alta de MUC2 y
regulacién a la baja de genes envueltos en la respuesta inflamatoria: NLRP3, iINOS,
COX-2, IL-1B, IL-6 e IL-10, ligera reduccion de la actividad de la enzima MPO que

sugiere una reducida infiltracion de neutrofilos en el colon (Castro et al., 2015).

La uvilla atenta la inflamacion por induccién de A-carragenina, inhibicion del
Oxido nitrico y prostaglandina E2 (Peng et al., 2016), previene la generacién de NO, la

liberacion de PGE2 y la expresion de iNOS y COX-2 (Wu et al., 2006).

También acta como antienvejecimiento por su regulacion a alta de elastina,

fibrilina-1 y colageno tipo | (Cicchetti et al., 2018)

La naranjilla tiene una alta actividad antioxidante debido a su habilidad para
eliminar radicales libres, proteger de la peroxidacion lipidica, ser un agente reductor,
guencer de oxigeno singlete y donador de hidrogeno (Loizzo et al., 2019); secuestrar

de radicales libres y quelar metales de transicion (Bagattoli et al., 2016).

Técnicas de aislamiento y purificacion de exosomas
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Existen diferentes métodos de aislar y purificar exosomas, en la tabla 14 se

pueden apreciar algunos de los mas utilizados con sus ventajas y desventajas.

Cromatografia de exclusion de tamafio (SEC)

La técnica de aislamiento de exosomas mas usada es la cromatografia de
exclusién por tamafio (Kuo & Jia, 2017; Sidhom et al., 2020). Esta técnica comprende
dos fases: la muestra como fase mévil y el polimero de gel poroso como fase
estacionaria (Bo6ing et al., 2014). La columna puede empaquetarse con varios
polimeros de gel como agarosa (Sepharose), dextranos reticulados (Sephadex),

alildextrano (Sephacryl) o poliacrilamida (Biogel P) (Sidhom et al., 2020).

La técnica se basa en una elucién diferencial segun el tamafio donde las
particulas grandes eluyen primero, seguido de vesiculas pequefias enriquecidas con
exosomas Y luego proteinas no exosomales que estan concentradas en las Ultimas
fracciones. SEC separa vesiculas grandes de pequefias a la vez que elimina la
contaminacién de proteinas solubles no unidas a exosomas (Kuo, & Jia, 2017). A
pesar del bajo rendimiento y ligera pérdida de pureza, los exosomas conservan su
integridad, identidad, morfologia y funcionalidad ya que hace uso de la gravedad,
permitiendo que los exosomas mantengan sus caracteristicas vesiculares propias
(Gamez-Valero et al., 2016; Mol et al., 2017; Sidhom et al., 2020). Tampoco requiere

de grandes volumenes de muestra (Sidhom et al., 2020).

El resultado es un aislado exosomal homogéneo con bajos niveles de

contaminacién y coprecipitados (Navajas et al., 2019).


https://www.zotero.org/google-docs/?yiPWyv

Tabla 14

Métodos de aislamiento y purificacion de exosomas
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Métodos de Principio Ventajas Desventajas

Aislamiento y

Purificacion

Ultracentrifugacion Centrifugacion seriada a altas e Simple ¢ Purificacion adicional por
diferencial (UC) velocidades y duracion en un e Faciluso contaminacion en el producto final.

medio homogéneo permitiendo
que las particulas méas grandes

se sedimenten primero.

Accesible a largo plazo
Tiempo moderado
Simple preparacion

Reproducibilidad

¢ Equipo costoso
e Produccién de agregados
exosomales

e Grandes volimenes de pesos

e Reactivos de bajo costo iniciales
e Diferenciacion por tamafio y
densidad
e Facil operacién
Ultracentrifugacion Ultracentrifugacion ascendente ¢ Bioactividades diferenciadas e Costosa

por gradiente

de un conjunto de capas de
diferente concentracion en
presencia de un gradiente de

densidad preconstruido

Diferenciacion por tamafio, masa,

densidad y niveles de estabilidad

¢ Alta capacitacion

e Equipo calificado
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Métodos de Principio

Aislamiento y

Ventajas

Desventajas

Purificacion
¢ Necesita UC para aumentar la
pureza.
Cromatografia de Separacion diferencial de e Estructuras y bioactividad intactas. e Necesita complementarse con

exclusion de tamafio particulas por la interaccion de

(SEC) una fase mavil con el producto
deseado y una fase estacionaria
porosa, en donde las particulas
de mayor tamafio van a eludir
primero seguida de las mas
pequefias y asi
consecutivamente hasta obtener

el producto deseado.

e Tiempo relativamente corto

¢ Obtencion de exosomas
relativamente homogéneos

¢ Rentable

¢ Alto rendimiento y pureza
comparado con PEG y UC

¢ Bajo costo

¢ Minimamente invasivo

HPLC para obtener alta pureza

¢ No se puede diferenciar entre
exosomas y microvesiculas

e Tasa de recuperacion intermedia
por lo que se requiere gran
cantidad de muestra.

e Se debe controlar las interacciones
electrostéaticas e hidrofébicas entre
la fase mévil y estacionaria que
puedan alterar la bioactividad del
exosoma

¢ No se pueden procesar multiples

muestras




Métodos de
Aislamiento y

Purificacion

Principio

Ventajas

Desventajas

Inmunoafinidad
(IAC)

Los antigenos expresados en la
superficie de los exosomas
interaccionan con perlas
magnéticas o nanocubos
cargados de anticuerpos
separando asi la particula
deseada de mezcla

heterogénea.

¢ Alta especificidad, sensibilidad,
pureza y rendimiento

e Se puede utilizar menos volumen y
obtener el mismo rendimiento que
ucC

o Mayor superficie de contacto para
capturar exosomas en comparacion
con un ELISA

o Heterogeneidad de las superficies
exosomales

o Al tratar de eliminar el Ac unido
puede causar dafio en la integridad
del exosoma

¢ Anticuerpos inespecificos

e Altos costos

¢ Condiciones de almacenamiento

complicadas

Precipitacién
(PEG6000)

Quelacién de los exosomas por
polietilenglicol-6000 permitiendo
gue estos precipiten con una

centrifugacion de baja velocidad

e Nanoparticulas de didmetro
variado.

o Costos relativamente bajos

¢ Tiempo moderado

e Se pueden procesar varias
muestras a la vez.

¢ Facil operacién

Menor rendimiento en comparacion

con UC

Coprecipitacion de impurezas.

e Se obtiene menor cantidad de
polifenoles bioactivos.

¢ Necesita apoyo de
inmunoprecipitacién para aumentar

la pureza




Métodos de Principio

Aislamiento y

Ventajas

Desventajas

Purificacién
¢ Dificil de separar el complejo
formado.
Ultrafiltracion (UF) Obtencion de exosomas ¢ Sin equipos costosos e Menor rendimiento y pureza en

mediante segregacion a través
de una matriz con poros de

tamafo predeterminado

e Poca mano de obra

¢ Tiempo relativamente corto

comparacién con UC

Puede producir deformacion y
ruptura del exosoma

Baja pureza

Unidn inespecifica entre la matriz

porosa y los exosomas.
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Métodos de Principio
Aislamiento y

Purificacion

Ventajas

Desventajas

Microfluidica Unién antigeno — anticuerpo por
la unién especifica en un
dispositivo microfluidico tipo
chip (ExoChip), electrodos de
oro o de nanointerfaz de 6xido
de grafeno/polidopamina
(Go/PDA).

Alto rendimiento

Diferenciacién por inmunoafinidad,

tamafio y densidad

Réapido y eficiente

Alta pureza

Nota. Adaptado de (Sidhom et al., 2020; Suharta et al., 2021; Y. Zhang et al., 2020)

Métodos de caracterizacion de exosomas

¢ Dispositivos costosos y complejos
¢ Pequefio volumen de muestra
e Poco estandarizado para

aislamiento de exosomas

Los métodos para caracterizar exosomas son de dos tipos: caracterizacion externa para analizar el tamafo de particula y morfologia y

caracterizacion interna, por ejemplo, de lipidos o proteinas de membrana (Y. Zhang et al., 2020). En la tabla 15 se mencionan las ventajas y

desventajas de los métodos mas comunes.

Western Blot
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El Western Blot también conocido como Inmunoblotting se basa en la unién por afinidad de un antigeno, en este caso de la proteina
diana, y un anticuerpo que reconoce especificamente el antigeno (Doyle & Wang, 2019). Las vesiculas se lisan y sus proteinas se
desnaturalizan para separarse mediante SDS-PAGE y se transfieren a una membrana de nitrocelulosa o PVDF (Gallagher et al., 2008). La
membrana es expuesta primeramente a un anticuerpo contra el antigeno de interés y después a un anticuerpo secundario que se detecta por

el grupo de peroxidasa o fosfatasa alcalina al que esta acoplado (Doyle & Wang, 2019).

Se utiliza para detectar proteinas exosomales internas y de superficie; pero la calidad del anticuerpo utilizado limita su reproducibilidad

y especificidad (Doyle & Wang, 2019).
Tabla 15

Métodos de caracterizacion de exosomas

Métodos de Principio Ventajas Desventajas

Caracterizacion

Microscopio electronico  Evalla la morfologia de vesiculas e Imagenes de particulas e Muchos parametros de

de transmision (TEM)y exosomales mediante la deteccion submicrénicas con alta resolucion optimizacion

de barrido (SEM) del haz de electrones dispersos e Distincion de tamarfio y morfologia e Personal altamente capacitado
(SEM) y que atraviesan la muestra e Equipo costoso
(TEM), en este Ultimo caso estos e Preparacion extensiva de la

muestra
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Métodos de

Caracterizacion

Principio

Ventajas

Desventajas

son revelados por una pantalla

fluorescente.

Necesita un pretratamiento de UC
o UF.

Tecnologia de
dispersion dinamica de
luz (DLS)

Seguimiento del movimiento de
particulas mediante diferentes
niveles o fluctuaciones de
intensidad de luz que determinan
el coeficiente de difusion de
particulas, las cuales son captadas

por un microscopio

Determina tanto el tamafio como
la concentracion

Facil de usar

Se usa poco volumen minimo 70
ML

Pocos parametros de optimizacion
Recopilacion de datos a través de

un software

Problemas en mezclas
heterogéneas

Dificil deteccion y diferenciacion
de microvesiculas y exosomas
porque esta sesgado a detectar

particulas mas grandes

Tecnologia de analisis
de seguimiento de

nanoparticulas (NTA)

Calculo del tamafio de particulas
mediante su coeficiente de difusion
(Ecuacion de Stokes-Einstein)
dentro de una cadmara en donde un
microscopio capta el movimiento
de las particulas a través de una

luz laser que interactua con ellas.

Determina particulas entre 10 y
1000 nm de diametro.

Determina tanto el tamafio como
la concentracion.

Recopilacion de datos a través de
un software

Reconocimiento ideal de
particulas en mezclas

heterogéneas

Volumen minimo es 0,5 mL

Se necesita personal capacitado.
Muchos parametros de
optimizacion

No fenotipa las vesiculas ni

determina su origen
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Métodos de

Caracterizacion

Principio

Ventajas

Desventajas

Mas rapido en comparacién con
TEMyDLS

Western Blot

Deteccion de exosomas mediante
su lisado y desnaturalizacion en
donde las proteinas restantes son
separadas en un SDS-PAGE y
luego transferidas a una
membrana en donde son
expuestas a un anticuerpo que
reconoce el antigeno de interés,
posterior a ello se utiliza un
anticuerpo secundario con

fluorescencia para su revelacion.

Amplia accesibilidad
Alto rendimiento
Los resultados se pueden

presentar en fotografias

e Tiempo muy extenso

e Baja especificidad

¢ Reproducibilidad limitada

e Alta cantidad de muestra

¢ Revela muy poca informacién (No
es multiplexado)

e Semicuantitativo

¢ Necesita personal capacitado

o Eluso de varios reactivos y geles

lo hace muy costoso

Analisis de
inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA)

Inmovilizacion antigeno —
anticuerpo sobre la superficie de

una microplaca

Réapido y sencillo

Alta especificidad

No se producen reacciones
cruzadas con anticuerpos
secundarios

Se pueden analizar varias

muestras simultaneamente.

e Se necesita un pretratamiento de
UC o UF.

e Baja sensibilidad porgue no hay
amplificacion de sefial con un
anticuerpo secundario

e |nmunoreactividad
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Métodos de

Caracterizacion

Principio

Ventajas

Desventajas

¢ No necesita personal muy

capacitado

No distingue entre microvesiculas

y exosomas

Citometria de flujo

Deteccion de exosomas mediante
la conjugacién de un anticuerpo
fluorescente contra un antigeno de
superficie del mismo que al pasar
por un haz de laser focalizado este

los excita y los revela.

¢ Alto rendimiento

e Ayuda a la cuantificacion de las
particulas

¢ Revela multiples caracteristicas
celulares (tamafio, granulosidad)

¢ |dentifica simultAineamente varias

poblaciones celulares.

¢ Instrumentos con limites de
deteccién

e Mala interpretacion la existencia
de agregacion vesicular.

e Se necesita una previa
inmovilizacién de los exosomas
para poder ser revelados

e Equipo costoso

e Personal capacitado

e Precio conocimiento de su

composicion proteica

Nota. Adaptado de (Doyle & Wang, 2019; Dragovic et al., 2011; Taylor & Posch, 2014; Y. Wu et al., 2015)
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Capitulo lll: Metodologia

Aislamiento de exosomas

Preparacion de extractos

A partir de 15, 9 y 16 oz de fruta fresca madura de tomate de arbol, naranjilla y
uvilla respectivamente, se extrajo 325mL de jugo de tomate de arbol, 300mL de
naranjilla y 300mL de uvilla lavando las frutas previamente. Los extractos se

almacenaron a 4°C. El proceso se hizo por duplicado.

Centrifugaciones seriadas

En tubos falcon de 50mL se colocaron los extractos y PBS 1X en concentracion
1:1 y se homogeneizaron por vortex. Se realizaron centrifugaciones seriadas utilizando
el sobrenadante a 400 g durante 20 minutos a 4°C, seguido de 20 minutos a 800g a
4°C y a 76009 por 40 minutos a 4°C. El pellet corresponde a las microvesiculas que
fueron resuspendidas en 500uL de PBS 1X y se almacenaron a -20°C para posterior
analisis.

El sobrenadante se sometio a un gradiente de filtracion por filtros de 1.1um

(Thermo Scientific 722-2000), 0.45um (Whatman 6780-2504) y 0.22um (Syringe SPE-

22-030). El sobrenadante filtrado se almacené a -20 °C.

Purificacion mediante columna de exclusion de tamafio (SEC)

La columna gEVoriginal (iZON Science) se equilibré con 10mL de PBS 1X, se
afadié 2mL del sobrenadante y 5mL mas de PBS 1X e inmediatamente se recolectd
alrededor de 20 fracciones de 0,5mL cada una sin dejar que se seque la columna. Se
procedi6é a concentrar las fracciones utilizando tubos Amicon de 100kDa (Amicon®
Ultra-4 10K device - 10,000 MWCO). La concentracion de proteinas de todas las
fracciones se cuantificé en el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Las muestras

concentradas se guardaron a -20°C.
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Purificacién de exosomas por kit

A 1mL de sobrenadante se afiadio 500uL del reactivo del kit Total Exosome
Isolation (from other body fluids) (Invitrogen™ 4484453), se homogeneizd y se dejé 30
minutos en hielo. Luego se centrifug6 a 10000g por 10 minutos, se descarto el
sobrenadante y nuevamente se centrifugd 5 minutos a 10000g. El pellet se
resuspendié en 125uL de PBS 1Xy se cuantificé en el nanodrop. Las muestras se

guardaron a -20°C.

Cuantificacion de proteinas mediante Bradford

La concentracion de proteinas de las muestras se cuantificé utilizando el
reactivo de ensayo de proteina Coomassie (Bradford) (Thermo Scientific 23200). En
una placa de 96 pocillos se prepar6 la gamma de proteina estdndar BSA y se
colocaron 5uL de cada muestra y el blanco (PBS 1X). Se afiadié 250uL del reactivo
Bradford a todos los pocillos y se dej6 incubar 10 minutos a temperatura ambiente. La
absorbancia se midié a 595 nm en el espectrofotometro Multiskan GO (Thermo
Scientific™ Cat N° N10588) y se calcul6 la absorbancia neta (NET A562nm) (Ecuacion
1) restando la absorbancia del blanco para determinar la concentracion de proteinas
en ug/mL a partir de la curva estandar (Ecuacién 2) tomando en cuenta el factor de

dilucién de ser el caso (Ecuacion 3y 4).

NET Asgs = As9smyestra ~ A595p1anco Ec.1
NET Asgs = a X [Proteina] +b Ec. 2
FD = i de muesta Ec. 3
[Proteina] = [Proteina] qicuiada X FD Ec. 4
Figura 6

Aislamiento de exosomas
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Nota. Elaboracién propia en Biorender
Caracterizacion de exosomas

Caracterizacion de exosomas mediante microscopia electrénica de transmision

(TEM)

Se colocé 10uL de las muestras de exosomas obtenidos sobre el mesh de
cobre (TED PELLA INC, No. 01753-F) y se dej6 absorber durante 1 minuto, con papel
filtro se retiré el exceso. Posteriormente se fijaron con 10uL de acetato de uranilo al
2% durante 10 segundos. Se retir6 nuevamente el excedente con papel filtro, se lavd
tres veces con agua destilada y se dej6 secar la muestra para su observacion en el

TEM (FEI - Tecnai Spirit Twin, 120kV) a una resolucién de 200nm y 500nm.
Las imagenes se analizaron en el programa ImageJ.
Caracterizacién de exosomas mediante Western Blot (WB)

Para el Western Blot (WB) en primer lugar se realizé una SDS-PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico). Se utilizaron una

proteina control (IgY) y alicuotas de las muestras de exosomas, cuyo volumen fue
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calculado tomando en cuenta la concentracion de proteinas de cada una para una

cantidad de 50ug de proteina y un volumen final de 25uL (Ecuacién 5).

__ Vimuestra(uL)XCantidad de proteina (ug) Ec. 5
- (Proteina)(ug) !

Valicuota

Las muestras se prepararon en condiciones desnaturalizantes/reductoras, para
lo cual se les agreg6 buffer de lisis RIPA (Santa Cruz Biotechnology, SC24948) en
concentracion 1:5 y se mezclaron 5 minutos por voértex, y se afiadid buffer de carga 4X
1:1. Las muestras se sometieron a un proceso de shock térmico incubando a 95°C,

después de 5 minutos se colocaron inmediatamente en hielo.

Para la electroforesis vertical se utilizé el sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad 1658004). Se elaboraron dos geles de poliacrilamida 4-10%, uno para la
verificacion de la presencia de proteinas en el gel después de la electroforesis y el otro
para la transferencia de proteinas a una membrana. El gel de separacion (lower) se
prepar6 al 10% y el gel de concentracion (upper) al 4% en placas de vidrio aseguradas
con sujetadores sobre la matriz de polimerizacién. Se cargaron 25uL de las muestras
en cada pocillo y 3uL del marcador de peso molecular para proteinas (Precision Plus

Protein Dual Color Standards, Bio-Rad) y se dej6 correr el gel a 120V.

El gel de separacién se sumergi6 en solucién de tincién azul de Coomassie
(Bio-Rad 0,5% con metanol 25% y acido acético glacial 50%) e incubé durante 30
minutos en agitacién a temperatura ambiente. Después se removié el colorante con
solucién de lavado mediante sucesivos lavados en agitacién. Se verificé la presencia
de proteinas en el gel en el fotodocumentador ChemiDoc MP Imaging System (Bio-

Rad 12003154).

El otro gel de separacion se sumergié en buffer de transferencia Towbin
durante 10 minutos, se humedecieron seis piezas de papel Whatman y una membrana

de PVDF en el buffer y se ensambl6 el sanduche de transferencia en el cassette. Para



59

transferir las proteinas a la membrana de PVDF se colocé el cassette en el equipo

Trans-Blot Turbo (Bio-Rad 1704155) durante 3 ciclos de 7 minutos a 25V.

Se lavo la membrana en buffer TBS 1X durante 10 minutos en agitacion y se
incubo a 4°C con solucién de bloqueo durante toda la noche. Al dia siguiente se
realizaron seis lavados de 10 minutos en agitacion con buffer TTBS. Se incub6 la
membrana en solucion de anticuerpo primario: anti-Alix 1:500 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-53540), anti-CD81 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, sc-166029),
anti-CD63 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, sc-5275) durante dos horas a
temperatura ambiente, seguido de cinco lavados de 10 minutos en agitacién con buffer
TTBS. La membrana se incub6 por dos horas en oscuridad con anticuerpo secundario
GAM-HRP 1:15000 (Bio-Rad, 170-5047), seguido de seis lavados de 10 minutos en
agitacion con buffer TTBS. La membrana se coloc6 dentro de un protector plastico, se
cubrié toda la membrana con la solucioén de sustrato preparada con el kit Clarity ECL
Western Substrate (Bio-Rad 1705060) y se dejo 5 minutos en oscuridad. Las proteinas
se detectaron por quimioluminiscencia con el escaner de membranas del ChemiDoc

MP Imaging System (Bio-Rad 12003154).

Las imagenes de los geles y membranas se analizaron con el programa Image

Lab (Biorad).
Figura 7

Caracterizacion de exosomas
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Western Blot
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Nota. Elaboracién propia en Biorender

Determinacién de la citotoxicidad

Ensayo de bromuro de 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difeniltetrazolio (MTT)

La citotoxicidad de los exosomas, microvesiculas y sobrenadante se determiné

mediante el ensayo de MTT (bromuro de 3- (4,5- dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2- H -

tetrazolio) sobre tres lineas celulares: HelLa (células cancerigenas de cuello uterino),

HEK293T (células de rifion embrionario humano) y HFF (fibroblastos humanos)

durante 24 y 48 horas. Las células de HFF se mantuvieron en medio DMEM

suplementado con 15% de SBF, y las HEK y HeLa en medio EMEN con 10% de SBF.

Se acondicioné el medio respectivo y la tripsina a 37°C en bafio Maria, se vacio

el flask con células y lavé dos veces con PBS 1X, se agreg6 2mL de tripsina 1% e

incubd a 37°C hasta que se levanten las células adheridas a la base del flask (6

minutos HFF, 3 minutos HEK y 8 minutos HelLa aproximadamente). Se lavé

nuevamente dos veces con PBS 1X, se coloc6 2mL de medio y se recogio todo el

contenido en un tubo falcon de 15mL. Se centrifugé 5 minutos a 1200g HFF y a 15009

HEK y HelLa, se descart6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 4mL de medio.
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Se hizo el conteo celular mezclando 10uL del medio con células y 90uL de azul de
tripan y se coloc6 en la camara de Neubauer para contabilizar las células vivas
(Ecuacion 8) y calcular el volumen de células necesario para el ensayo para 10000
células por pocillo. En una canaleta se coloc6 el volumen de células (Ecuacion 9) y de
medio calculado (Ecuacion 10) y con ayuda de una micropipeta multicanal se colocé
100uL en cada pocillo en una placa P96 y se dej6 a 37°C hasta el dia siguiente. Una
vez que las células se han sembrado, se colocaron los controles: CoCI2, DMSO y
tratamientos: exosomas, microvesiculas y sobrenadante para 5 y 20ug/mL segun el
plan de placay se incubé a 37°C. Transcurrido el tiempo de ensayo (24 y 48 horas), se
colocé en todos los pocillos 10uL de MTT (5mg/mL) protegido de la luz y 4 horas
después 100uL de SDS al 10% con HCl al 1% y se dej6 incubar a 37°C. Se midio la
absorbancia de las placas con el espectrofotometro Multiskan GO a 570nm luego de
24 horas de haber colocado el MTT en cada caso. El porcentaje de viabilidad celular

se expreso a partir de las absorbancias.

# cel plaqueo = #placas X pocillos X #cel/pocillo Ec. 6

Voiaqueo = #placas X #pocillos XV /pocillo Ec. 7
# células 1 1

#cel contadas = # cuadrantes X Factor Vcamara x 5 X Vcel resuspendida Ec. 8

Vcel _ Vcel resuspendidas*cel plaqueo Ec. 9

#cel contadas
Vinedio = plaqueo — Veel Ec. 10

Figura 8

Determinacion de la citotoxicidad mediante MTT
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Nota. Elaboracién propia en Biorender

Anadlisis estadistico

Los datos del porcentaje de viabilidad obtenidos tras el ensayo MTT se
expresaron como medias + SEM y se realiz6 un ANOVA de tres vias, seguido de
Duncan post hoc utilizando el paquete de software estadistico InfoStat. Se consider6

como diferencias significativas valores *p<0,10.
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Capitulo IV: Resultados
Caracterizacidon de exosomas

Aislamiento de exosomas

Por el método de columna de exclusion de tamafio se recolectaron 18 fracciones de
500uL cada una. La cantidad de proteinas de las fracciones que contienen exosomas
aislados mediante columna de exclusion de tamafio (SEC) se obtuvo por
espectrofotometria a una absorbancia de longitud de onda de 280nm. Las
concentraciones mas altas de proteinas (2,416 — 5,922 ug/uL) pertenecen a naranijilla
en las fracciones 6-11 y las mas bajas (1,109 — 3,051 ug/uL) a tomate de arbol en F6 -
F12. La uvilla present6 en F6 — F10 concentraciones medias entre 2,250 y 5,123 ug/uL

(fig. 9).
Figura 9
Cuantificacion de proteinas por espectrofotémetro. A280nm

Cuantificacién de proteinas. A280nm
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Nota. Concentracion de proteinas en ug/mL de 18 fracciones separadas por SEC. En
las fracciones F6 - F12 se encuentran los exosomas. Los valores se presentan como

medias + SEM. Realizado en GraphPad

Caracterizacion de exosomas mediante microscopia electronica de transmision

(TEM)
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Las imagenes obtenidas mediante TEM de las muestras de exosomas
purificados por SEC y kit de aislamiento, permitieron identificar a los exosomas como
pequefias particulas esféricas alargadas con fondo negro y un borde blanco que indica

la presencia de una bicapa lipidica.

Se analizaron 3 imagenes de tomate de arbol, 7 de naranjilla y 5 de uvilla
obteniendo un rango de diametro de particula entre 25-35nm, 32-110 nm y 30-69 nm
en tomate de arbol, naranjilla y uvilla respectivamente. En las figuras 10D, 11E y12E
estan representados los histogramas de distribucion de frecuencia de los tamafos
para cada fruta. Los exosomas de tomate de arbol representan a los mas pequefos
comparados con el resto de frutas, la mayoria tenian un tamafio de 30nm (fig. 10);
mientras que en los exosomas de naranjilla la moda fue de 40nm, a excepcion de un
Unico exosoma que mide 110nm, siendo este el mas grande de todas las frutas
(fig.11). En el caso de la uvilla la mayoria de exosomas tenian un diametro de 35nm,

ademas de dos exosomas de 70nm y uno de 60nm (fig. 12).

Figura 10

Observacién de exosomas de tomate de arbol por TEM con tincién negativa de acetato
de uranilo al 2% a 120kV
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== # Exo tomate

Exosomas
n

24 26 28 30 32 34 36 385 40

Tamano (nm)

, D
Nota. A — C) Exosomas aislados por SEC. Resolucién 200nm. Imagenes analizadas

en ImageJ D) Histograma de distribucién de frecuencia de los tamafios de exosomas

observados. Realizado en GraphPad

Figura 11

Observacion de exosomas de naranijilla por TEM con tinciéon negativa de acetato de
uranilo al 2% a 120kV

== # Exo naranjilla
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T T T
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5 T E
Nota. A — C) Exosomas aislados por SEC. Resolucion 500nm D) Exosomas aislados

por kit. Resolucién 500nm. Imagenes analizadas en ImageJ D) Histograma de
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distribucién de frecuencia de los tamafos de exosomas observados. Realizado en

GraphPad

Figura 12

Observacién de Exosomas de uvilla por TEM con tincién negativa de acetato de

uranilo al 2% a 120kV.

= # Exouvilla

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7O

Tamaiio (nm)

— E
Nota. A — C) Exosomas aislados por SEC. Resolucién 200nm. D) Exosoma aislado por

kit. Resolucion 500nm. Iméagenes analizadas en ImageJ D) Histograma de distribucién

de frecuencia de los tamafios de exosomas observados. Realizado en GraphPad
Analisis del perfil proteico
Electroforesis vertical

Las proteinas extraidas de las muestras de microvesiculas y exosomas de
tomate de arbol, naranjilla y uvilla se separaron con SDS-PAGE y se tifieron con
Coomassie Blue para analizar el perfil proteico. Segun el resultado de la tincién del
gel, se distinguen bandas de peso molecular similar en la parte superior y media del

gel para los exosomas de uvilla aislados por SEC, de 62-81 kDa y 22-26 kDa
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respectivamente (fig. 13A). Para los exosomas de naranjilla aislados igualmente por
SEC se observan bandas semejantes con un tamafio de 32-47kDa, rango para el que
también se evidencia una banda en los exosomas aislados por kit de las tres frutas
(fig. 13B). Los exosomas de tomate de arbol aislados por SEC presentan bandas
similares entre 46 y 95 kDa junto con las microvesiculas de las tres frutas (fig. 13D).
Los exosomas aislados por SEC de las tres frutas tienen el mismo perfil entre 27 y 65

kDa (fig. 13C).

Figura 13

Perfil proteico de exosomas aislados por SEC y kit
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Nota. A-D) Geles de poliacrilamida al 10% bajo condiciones desnaturalizantes/
reductoras con tincibn Coomassie Blue. MV: microvesiculas, Exo: exosomas, T:
tomate de arbol, N: naranijilla, U: uvilla, M: marcador de peso molecular, C: control

(IgY)

Figura 14

Analisis densitométrico de los geles de electroforesis
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Nota. Picos de intensidad de las bandas del gel fig.13A correspondiente a exosomas

de uvilla asilados por SEC. Analizado en ImagelLab

Western Blot (WB)

La expresion de proteinas exosomales se examind mediante inmunodeteccion
para diferentes marcadores exosomales. Segun el tamafio ya conocido de las
proteinas CD63 (30-60kDa) (Santa Cruz Biotechnology, s. f.-b), CD81 (22-26kDa)
(Santa Cruz Biotechnology, s. f.-c) y Alix (90kDa) (Santa Cruz Biotechnology, s. f.-a),
se determiné qué muestras presentaban las proteinas mencionadas mediante el

analisis de las membranas de PVDF en ImagelLab.

De acuerdo al Western Blot se detectd la presencia de las proteinas CD63 y
CD81 en los exosomas de tomate de arbol, naranjilla y uvilla aislados por SEC con un
tamano de 32-60 kDa y 22-25 kDa respectivamente. La proteina Alix se identifico

Unicamente en los exosomas de naranjilla (90 kDa) (fig. 15)

Figura 15

Western Blot de exosomas de tomate de arbol, naranjilla y uvilla
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Nota. Deteccién de A) CD63 B) CD63 C) CD81 D) CD81 y E) Alix en membrana
PVDF. Exo: exosomas, T: tomate de arbol, N: naranjilla, U: uvilla, M: marcador de

peso molecular, C: control (I1gY).

Figura 16

Analisis densitométrico de las membranas de Western Blot
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Nota. Picos de intensidad de las bandas detectadas en el A) carril 6 de la membrana
fig. 15E correspondiente a Exos de naranjilla marcados con Alix, B) carril 9 de la
membrana fig. 15A correspondiente a Exos de tomate de arbol marcados con CD63,
C) carril 3 de la membrana fig. 15C correspondiente a Exos de uvilla marcados con
CD81 D) carril 8 de la membrana fig. 15B correspondiente a Exos de naranjilla
marcados con CD63 E) carril 5 de la membrana fig. 15D correspondiente a Exos de

tomate de arbol marcados con CD8L1. Elaborado en ImageLab
Determinacion de la citotoxicidad

Ensayo de viabilidad celular con bromuro de 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-

difeniltetrazolio (MTT)
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La viabilidad celular inducida por dos diferentes concentraciones (5 y 20ug) de
sobrenadantes (5-8ug/uL), microvesiculas (9-12ug/ul) y exosomas (3-6ug/ulL) de
tomate de arbol, naranjilla y uvilla se estudi6 en tres lineas celulares: HFF, HeLa y
HEK a 24 y 48 horas con dos repeticiones. Se observa que el CoCI2 y DMSO, usados
como controles negativos, ciertamente reducen la viabilidad celular, siendo el CoCI2 el
mas efectivo para generar apoptosis de células HEK y HeLa. También analizando
Unicamente las dos concentraciones en todas las lineas celulares se demostré que

20ug produce menos viabilidad (fig. 17).

Figura 17

Ensayo de viabilidad celular mediante MTT tras 24 y 48 horas de exposicion de 5y

20ug de sobrenadantes, microvesiculas y exosomas de tomate de arbol, naranijilla y

uvilla
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Nota. A) HFF B) HeLa y C) HEK. El color tomate representa tomate de arbol, verde:
naranjilla y amarillo: uvilla. Control: medio de cultivo con las células correspondientes,
CoCI2: cloruro de cobalto, DMSO: dimetilsulféxido, SN: sobrenadante, MV

microvesiculas, Exo: exosomas.

EI ANOVA muestra que el tratamiento y la concentracion por separado son
significativos con un nivel de confianza del 90%, al igual que el efecto de la interaccion
entre ambos factores, indicando que la cantidad de variacién con la que ambos

elementos contribuyen a la respuesta de viabilidad celular depende tanto del tipo de
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tratamiento como concentracién del mismo; a excepcién de los datos obtenidos en las
células HFF 24h y HEK 48h que muestran que la combinacion entre tratamiento y

concentracion no es muy significativa (p=0.2).

El analisis estadistico de la prueba de Duncan indica que en promedio el
porcentaje de viabilidad celular de los tratamientos con una letra comudn son parecidas,
lo cual implica que no son significativamente diferentes (p>0,10). Por el contrario,
aquellos tratamientos que se muestran con letras diferentes no guardan similitud entre
sus medias considerando la variable de concentracién; por lo tanto, existen diferencias
estadisticamente significativas entre estos tratamientos. Para las células HFF la mejor
viabilidad celular en 24 horas la presentan los tratamientos que conforman el grupo F,
siendo estas las microvesiculas de tomate de arbol y de uvilla de 5ug, las
microvesiculas de naranjilla de 5y 20ug, y los sobrenadantes de uvilla y naranjilla de
5ug; es decir, no existen diferencias estadisticamente significativas entre estos
tratamientos, aunque 5ug de las microvesiculas de tomate de arbol suponen la mayor
proliferacion (101%) (fig. 18A). Las células HFF proliferan més a las 48 horas cuando
estan expuestos a 5ug de las muestras de naranjilla sean estas sobrenadantes,
microvesiculas o exosomas y también con 5ug de microvesiculas de tomate de arbol

(91-97%) (fig. 18B)

En las células Hela el tratamiento que produce mayor citotoxicidad; es decir
menor viabilidad celular, a las 24 horas de exposicion son los exosomas y
sobrenadante de tomate de arbol a 20ug, junto con el sobrenadante de naranjilla a
5ug; contrario a las microvesiculas de tomate de arbol y naranjilla a 5ug con las que se
obtuvo la mayor viabilidad 123 y 126% respectivamente (fig. 18C). A las 48 horas se
obtuvo que el mejor tratamiento para proliferacion celular de HeLa es 5ug de las
microvesiculas de tomate de arbol (86%), seguido de 20ug del sobrenadante de

naranjilla (85,32%), y 5ug de microvesiculas de naranjilla (84%) y sobrenadante de
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uvilla (83,38%); mientras que 20ug del sobrenadante de tomate de arbol inhibe su

crecimiento hasta el 8,66% (fig. 18D).

Las células HEK aumentan su viabilidad celular a las 24 horas cuando estan
bajo la influencia de 5ug o 20ug de sobrenadante de tomate de arbol y 5ug de
sobrenadante, exosomas 0 microvesiculas de uvilla. El mayor porcentaje de viabilidad
se obtuvo con el sobrenadante de uvilla (136,52%) (fig. 18E). A las 48 horas el
sobrenadante de naranjilla (5ug), al igual que el sobrenadante de uvilla (5 y 20ug), las
microvesiculas de naranjilla y tomate de arbol (5ug), los exosomas de uvilla (5ug), y
las microvesiculas y sobrenadante de naranjilla (20ug) son estadisticamente iguales;

es decir, todos estos tratamientos pueden proporcionar una viabilidad similar (£100%)

(fig. 18F).

Figura 18

Comparacion de viabilidad celular entre concentraciones de 5y 20ug de

sobrenadantes, microvesiculas y exosomas de tomate de arbol, naranjilla y uvilla
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Nota. A) HFF a 24h B) HFF a 48h C) HelLa a 24h D) HeLa a 48h E) HEK a 24 F) HEK
a 48h de exposicion. Los valores se presentan como medias + SEM. Diferentes letras
(a, b, c, d, e, f, g) en una misma barra muestran diferencias significativas en la
viabilidad celular entre cada tratamiento, segun la comparacion de Duncan (p< 0,10).
El color tomate representa tomate de arbol, verde: naranjilla y amarillo: uvilla. SN:

sobrenadante, MV: microvesiculas, Exo: exosomas, T: tomate, N: naranijilla, U: uvilla
Capitulo V: Discusién

Caracterizacion de exosomas

En los histogramas de distribucion de frecuencia de los tamafios de exosomas
(fig. 10-12) se observo una poblacion homogénea en el tomate de arbol, no asi en
uvilla y naranijilla donde se encontré el exosoma de didmetro superior (110nm). Woith
& Melzig mencionan que los tamafios de los exosomas derivados de plantas parecen

ser especificos de la especie (Woith & Melzig, 2019).

La metodologia SEC no discrimina entre exosomas y microvesiculas del mismo
tamafio (Sidhom et al., 2020), generalmente los procedimientos de aislamiento no
purifican tipos especificos de vesiculas extracelulares (VE) sino que producen mezclas
complejas (Yafnez-Mo et al., 2015); pero la combinacion con otros métodos como el de
inmunocaptura podrian ayudar a identificar el subtipo de VE. El tamafio y la

composicion de la membrana de las VE son altamente heterogéneos dependiendo de
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la fuente celular, el estado y la condicibn ambiental, y sus técnicas de aislamiento o

enriquecimiento (Yafiez-Mo et al., 2015).

Aparte se ha visto que la célula modifica la produccién de exosomas de
acuerdo a sus necesidades (Doyle & Wang, 2019), en total se identificaron 18
exosomas de naranjilla, 11 de uvilla y 13 de tomate de arbol a una resolucién de 200 y
500nm, sugiriendo que ciertas plantas mas que otras pueden tener mejor rendimiento

en la produccién de exosomas a gran escala.

En el tomate de arbol no se logré observar ninglin exosoma aislado por kit,
probablemente porque se utilizé un kit de aislamiento para fluidos corporales, debido a
gue no existe aln en el mercado uno propio para extractos de plantas y como
mencionan otros estudios, la biogénesis de exosomas derivados de plantas es
ligeramente diferente de la biogénesis de exosomas derivados de mamiferos (J. Kim

etal., 2022).

La eficiencia del método SEC se consigue a bajas velocidades lineales, por lo
tanto, una disminucién de la velocidad de flujo resulta en una especificidad, integridad
y funcionalidad mejoradas de los exosomas aislados (Mol et al., 2017); sin embargo,
necesita grandes voliumenes de partida para compensar el bajo rendimiento exosomal
total (Guerreiro et al., 2018). La produccién de ARNm y de proteinas de las vesiculas
también se ven afectadas con esta técnica (Buschmann et al., 2018). La columna
utilizada para la obtencion de exosomas por SEC (gEVoriginal, iZON), permite un
volumen minimo de 500uL de muestra, con lo que se obtuvieron lecturas de
concentracion de proteinas muy bajas por lo que se utilizé un volumen inicial de 2mL
del extracto de frutas. La cuantificacion de proteinas indica que las concentraciones
mas altas de proteina (ug/uL) se encuentran entre las fracciones 6 y 12, las mismas
gue corresponden a los exosomas (fig. 9). De acuerdo al protocolo de referencia, las

VE eluyen en las fracciones 7, 8 y 9 con bajos niveles en las fracciones 10y 11, las
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fracciones siguientes contienen altos niveles de proteina, pero bajos niveles de

vesiculas (iZON, 2018).

Andlisis del perfil proteico

Pocsfalvi et al. determin6 que los perfiles de SDS de cuatro especies diferentes
de Citrus fueron parecidos entre si, pero los patrones de proteinas de microvesiculas y
nanovesiculas fueron bastante diferentes (Pocsfalvi et al., 2018). Igualmente, en el
presente estudio los exosomas de las tres frutas pertenecientes a la misma familia
Solanaceae mostraron perfiles similares segun el analisis de los geles de la SDS-
PAGE, aunque también compartieron algunas bandas del mismo tamafio con sus

microvesiculas.

Las bandas débiles indican un bajo contenido de proteina, Zhang et al.
encontré mediante un ensayo de perfil proteémico por UPLC-MS/MS que exosomas
derivados de jengibre tenian un bajo contenido de proteina, en su mayoria proteinas
del citosol, como la actina y enzimas proteoliticas, y otras pocas proteinas de
membrana (M. Zhang, Viennais, et al., 2016). Las bandas mas prominentes
corresponden a los Exos de uvilla, que concuerda con los resultados de la
cuantificacion de proteinas, pues fueron los exosomas de concentracion mas alta
después de los Exos de naranjilla (2-6ug/uL). Las colas de cometa son el resultado de
la amplia distribuciéon de tamafios de EP, aunque las vesiculas mas pequefias quedan

en los poros del gel y se excluyen las méas grandes (Woith & Melzig, 2019).

Ademas, el tamafio de las bandas observadas esta dentro del rango de peso
molecular (kDa) esperado para los marcadores exosomales que se deseaban

identificar mediante Western Blot.

Los resultados de la transferencia de proteinas de exosomas a una membrana

de PVDF y su inmunomarcaje con CD81, CD63 y Alix muestran unas bandas mas
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claras que otras. Segun Yafez-Mo et al., el perfil protedmico depende de como los

exosomas fueron aislados (Yafiez-Mo¢ et al., 2015).

Western Blot es una técnica usada comunmente en el analisis de vesiculas
extracelulares (VE) para demostrar la presencia de proteinas diana que se han
reportado estar asociadas a VE, adicionalmente proporciona informacion sobre el
tamanfio de diferentes proteinas (Shao et al., 2018); la cual sirvié para determinar que
todas las muestras de Exos estan enriquecidos con CD63 y CD81. Estas proteinas
pertenecen a la familia de tetraspaninas, las cuales son altamente expresadas en
exosomas por participar en la maduracion biosintética y el trafico de membranas (Shao
et al., 2018). Ademas, las tetraspaninas no estan Unicamente expresadas solo en
exosomas, también se han identificado en cuerpos apoptoticos y microvesiculas

(Crescitelli et al., 2013).

Por el contrario, para Alix se observé Gnicamente una sola banda en la muestra
de Exos de naranjilla. Alix al igual que TSG101, HSC70 y HSP90p son proteinas
accesorias del complejo ESCRT, el cual interviene en el transporte de cuerpos
multivesiculares CMV y la formacién de exosomas (Morita et al., 2007). Sin embargo,
se ha demostrado un mecanismo de liberacion de exosomas dependiente de la
enzima esfingomielinasa en células que carecen de ESCRT (Stuffers et al., 2009;
van Niel et al., 2011), lo cual podria explicar la ausencia de la proteina Alix en la

muestra analizada, pero si la presencia de CD63 y CD81.

Entre las proteinas transmembrana CD9, CD63 y CD81 han sido reconocidas
como posibles marcadores de exosomas derivados de mamiferos (Kowal et al., 2016),
pero aun no se han identificado marcadores de exosomas derivados de plantas y
tampoco existe un marcador que pueda Unicamente identificar VE (Yafiez-Mo et al.,
2015). A pesar de que nuestros exosomas no son iguales a los exosomas de

mamiferos, se comprob6 por los marcadores expresados que su tamafio y
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composicion son similares, ambos tipos de exosomas comparten algunas proteinas

incluyendo CD63, CD81 y Alix.

Determinacién de la citotoxicidad

Los ensayos de exosomas derivados de plantas (EP) sobre otras células
demuestran su potencial como agentes en procesos de regulacion entre especies,
incluso entre reinos (Regente et al., 2017). Los EP presentan diferentes caracteristicas
y compuestos dependiendo del origen celular de los exosomas, asimismo tienen
distintas vias de sefalizacién y mecanismos de absorcion celular (J. Kim et al., 2022).
Como se observé en el ensayo de MTT los exosomas de tomate de arbol, naranjilla y
uvilla, incluyendo sus sobrenadantes y microvesiculas tienen un comportamiento

diferente.

Estudios reportan que la citotoxicidad de los exosomas derivados de plantas es
baja debido a que son nanoparticulas naturales y se originan de células, por lo tanto,
tienen componentes celulares (You et al., 2021). Comparando Unicamente las dos
concentraciones de 5y 20ug en todas las lineas celulares se demostré que 20ug tiene
la menor viabilidad celular sea a 24 o 48 horas. Otro ensayo de MTT realizado por Li et
al. en células HEK293 con 5, 10, 20, 40 y 80ug/mL de nanovesiculas jengibre resultd
en una baja citotoxicidad con mas del 80% de proliferacion celular después de 24h
para todas las concentraciones, con mejores resultados a 10ug/mL (Li et al., 2018).
Asimismo, células HEK293 no exhibieron citotoxicidad después de 72h de ser tratadas
con nanoparticulas derivadas de ginseng a 2.5, 5, 10, 15, 20 y 30ug/mL (Cao et al.,

2019).

Un ensayo conducido a 24, 48 y 72 horas usando nanovesiculas derivadas de
limén en concentraciones de 5 y 20ug demostré que estas nanovesiculas ejercen un
actividad antiproliferativa en algunas lineas celulares cancerosas de colon, pulmén y

leucemia pero no en células normales de forma dependiente de la dosis y el tiempo
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(Raimondo et al., 2015); lo cual no se vio en el presente estudio, ya que tanto en
células no malignas (HFF y HEK) y células malignas (HeLa) todos los tratamientos
tienen una conducta diferente independientemente de la concentracion y tiempo de

prueba, no existe una correlacion entre estos dos factores.

El acido fosfatidico es uno de los fosfolipidos que comprenden las membranas
exosomales. Este compuesto activa la diana de mamiferos de rapamicina (MTOR) y
las vias de la proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK) estimulando la
absorcion de nanovesiculas derivadas de plantas por células de mamiferos y su
accion en el crecimiento y la proliferacion celular (Liu et al., 2013; X. Wang et al.,
2006); ademas interviene en la recuperacion y varios procesos de salud y
enfermedades humanas (J. Kim et al., 2022). La concentracion de este compuesto
podria explicar el hecho de que 5ug de los Exos de uvilla en HEK de 24 y 48 horas y
5ug de Exos de naranjilla en HFF de 48 horas tienen una viabilidad mas alta que el
resto (102.3, 99.5 y 93.2% respectivamente), entendiendo que si existen grandes

cantidades de &cido fosfatidico hay mayor proliferacion celular y viceversa.

Por otro lado, existe la posibilidad de que en las muestras donde no se
evidencié cambios en la proliferacion respecto al control e incluso una alta toxicidad,
las VE hayan estado inactivas pues la estabilidad de las particulas también influye, su
estabilidad quimica depende de la degradacion y disolucion de las particulas y su
estabilidad coloidal es susceptible al pH, iones y macromoléculas del medio en que se

encuentran (M. Zhang, Viennois, et al., 2016).

A pesar de que no se encontraron ensayos sobre la citotoxicidad de exosomas
de las frutas elegidas en lineas celulares, varios estudios han reportado la toxicidad de
sus extractos. Un estudio del extracto de frutas de uvilla mostr6 una inhibicion de las
células HelLa y una reduccion dependiente de la dosis de citocinas proinflamatorias
incluyendo IL-6, la cual se ha demostrado que estimula la proliferacion de tumores y

promueve angiogénesis, los autores concluyeron que existe una relacion entre el
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contenido de polifenoles, la actividad citotoxica y antioxidante, esta Ultima se debe a la
presencia de acido rosmarinico, &cido ursdlico, acido galico, catequina y galato de
epicatequina (Mier-Giraldo et al., 2017). De igual forma, el 43-hidroxiwitanolido E
induce la produccién de ROS y el dafio del ADN en las células de cancer de mama
(Peng et al., 2016), mismo efecto que podria tener en las células HelLa. En otro estudio
los extractos de brotes y hojas de uvilla no poseen un efecto citotdxico sobre las
células Hela a concentraciones bajas, pero un IC50 de 100ug/mL indujo apoptosis al
alterar la expresion del ARNm de genes antiapoptoticos de la familia de genes Bcl-2
gue regulan la apoptosis en HelLa (Cakir et al., 2014). Se observo que la misma linea
celular tenia 66% de viabilidad a las 24 horas con 20ug de Exos de uvilla, mientras
gue con el resto de muestras se mantuvo entre 80 y 100%. A las 48 horas se
evidencié mayor disminucién de células con 20ug de MV (42%), Exos (43,4%) y SN

(51,7%) de uvilla, conjuntamente con 5ug de Exos (53,7%).

En células HEK los mejores resultados de proliferacion se obtuvieron a las 24
horas para 5ug de SN y Exos de uvilla y a las 48 horas para 20ug de SN, siendo estos
136.5%, 102.3% y 107.8% respectivamente. Sang-Ngern et al. indicaron que su
actividad antinflamatoria y quiza proliferativa de células normales esté relacionada a la
inhibicién de la produccion de NO y el bloqueo del factor de transcripcién NF-kB de
células transfectadas (HEK 293/NF-kB-Luc) en exposicion a compuestos del caliz de
uvilla, entre ellos 4B-hidroxiwithandlido E, witaperuvina C y fisalactona (Sang-Ngern

et al., 2016).

Witandlidos e ixocaroalactonas aislados de Physalis philadelphica, especie
relacionada con la uvilla, mostraron citotoxicidad contra lineas celulares de cancer
humano, pero no mostraron toxicidad para células normales HFF (Xu et al., 2018).
Similar a este estudio, en el que todas las muestras de uvilla mantuvieron una

viabilidad de 69-94% a las 24 horas y 63-84% a las 48 horas en células HFF.
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Se ha visto que las poliaminas ayudan a la expresion génica, proliferacion
celular, sefalizacion celular, diferenciacion de células inmunitarias, regulacion de
reacciones inflamatorias, captacion de radicales libres (Edreva, s. f.), reparacion tisular
(Larqué et al., 2007), respuesta al estrés, inhibicién de la oxidacion lipidica y
organogénesis (Santiago-Silva et al., 2011). La naranjilla es una buena fuente de
espermidina, pues todas las poliaminas presentes son derivados de este compuesto
(Gancel et al., 2008), al cual se puede atribuir su capacidad de proliferacion celular.
Las muestras de naranjilla tenian un rango de viabilidad celular en HFF de 44-100%,
en HEK a 24 horas de 30.4-77.5%, a excepcion de SN de 20ug que llego al 17.9%, a
las 48 horas el menor porcentaje fue de 72.7% con 20ug de Exos, incluso la viabilidad

aumento6 hasta 111.8% con 5ug de SN.

Por sus caracteristicas antiproliferativa y antioxidante de la naranjilla que le
confieren los fenoles, carotenoides y acido ascorbico (Gancel et al., 2008), se
esperaba ver en HelLa una disminucion de células, lo cual se cumplié a las 24 horas de
exposicion para el SN de 5ug (7.71%) y Exos de 20ug (25.2%); sin embargo, en las
MV de 5ug se identificd el efecto contrario, la viabilidad increment6 en 127%. A las 48
horas la menor inhibicién se obtuvo con las MV de 20ug que redujeron las células casi

a la mitad (52%).

El B-caroteno del tomate de arbol inhibe los radicales libres que pueden dafiar
las células humanas y ADN y tiene efectos de proteccion contra la apoptosis (Burri
et al., 2011). El porcentaje de proliferacion para HFF fue de 55-102% en 24 horasy a
48 horas disminuyo ligeramente en 41-92%. El mayor porcentaje de viabilidad en HEK
fue de 107% a las 24 horas aplicando 5ug de SN de tomate de &arbol y de 103.7% a las
48 horas con 5ug de MV; mientras que en el mismo tiempo de ensayo el porcentaje
mas bajo de 21.8% se consigui6é con 20ug de SN. En HelLa también se vio un efecto
positivo sobre la proliferacién con 5ug de las MV, el cual fue de 123.7% en 24 horas y

del 86% para 48 horas; aunque aqui igualmente hubo un efecto negativo del SN a
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20ug que redujo la viabilidad a 8.7%. Su poder antiproliferativo se debe al contenido

de &cido clorogénico, rutina y antocianinas (T. Diep et al., 2020).

Burri et al midieron el indice relativo antioxidante (RACI) e indice global
antioxidante (GAS) y basandose en esos valores reportaron que la naranjilla tiene el
mayor potencial antioxidante sobre el tomate de arbol y uvilla, ademas mencionaron
gue hay una correlacion entre el poder férrico (FRAP) y el contenido de fenoles (Burri

etal., 2011).

La actividad antioxidante de los compuestos bioactivos de plantas depende de
Su estructura y concentracion, la cantidad de estas sustancias esta influenciada por la
variedad de plantas, grado de madurez, condiciones ambientales y factores genéticos
(Bagattoli et al., 2016). Una variable importante que no fue tomada en cuenta para la
experimentacion es el estado de madurez de la fruta, aunque se escogieron frutos
maduros. Andrade-Cuvi et al. observaron un incremento en el contenido de fenoles
totales conforme aumentaba la madurez de la naranijilla, segun los autores, los frutos
maduros presentan una capacidad antioxidante 50% mayor que los frutos maduros e
inmaduros (Andrade-Cuvi et al., 2015). Se reportaron resultados similares en uvilla

(Zelada & Carrasco, 2008) y tomate de arbol (Cuesta et al., 2013).

Por lo tanto, nuestros resultados mostraron, de acuerdo a la hip6tesis
planteada, que es posible aislar mediante columna de exclusién de tamafio una
poblacion de exosomas de tomate arbol, naranjilla y uvilla con morfologia y tamafio
similar, que muestran la presencia de las proteinas Alix, CD81 y CD63, ademas de

gue juegan un papel importante en la proliferacion de lineas celulares humanas.
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Capitulo VI: Conclusiones y recomendaciones
Conclusiones

1. Latécnica de cromatografia de exclusion de tamafio permite aislar exosomas
enriquecidos entre las fracciones 6 y 12 con concentraciones y tamafos de 2-
6ug/uL y 32-110nm para naranjilla, 1-3ug/uL y 25-35nm para tomate de arbol, y 2-

5ug/uL y 30-69nm para uvilla respectivamente.

2. Los exosomas obtenidos de las tres frutas tienen un perfil proteico similar y
presentan en su composicion las proteinas CD63 (32-60 kDa) y CD81 (22-25 kDa).

En los exosomas de naranjilla también se identificé la proteina Alix (90kDa).

3. El nivel de citotoxicidad que muestran los exosomas, microvesiculas y
sobrenadantes de las tres frutas es independiente del tipo de célula y la planta de
origen, aunque las tres lineas celulares (HFF, HEK y HelLa) tienen mayor viabilidad
cuando estan expuestas a 5ug de los tratamientos que a concentraciones de 20ug.
Las diferencias en la capacidad antioxidante estan relacionadas con el contenido

fendlico y su composicion quimica.
Recomendaciones

1. Combinar el método SEC con otros métodos de aislamiento como
ultrafiltracion, ultracentrifugacion o basados en PEG para optimizar el
rendimiento y pureza de los exosomas obtenidos, o utilizar técnicas de
inmunocaptura que permiten identificar a la vez marcadores exosomales.
Ademdas de hacer un analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) para

obtener informacion del tamafio y concentracion de los exosomas.

2. Para conocer la composicion de los exosomas se recomienda hacer ensayos
del perfil proteémico y lipidico con espectrometria de masas e identificar

proteinas que han sido descritas como propias de exosomas derivados de
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plantas (patelinas 1-3, penetracién 1, cadena pesada de clatrina) para

establecer posibles marcadores exosomales de plantas.

Evaluar la capacidad antioxidante de los exosomas en modelos in vivo
mediante ensayos ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)),
FRAP (poder antioxidante reductor de iones férricos), DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo-hidrato) y ORAC (capacidad de absorcion de radicales de oxigeno), y
estudiar la capacidad de absorcion celular de los exosomas mediante

microscopia de fluorescencia.
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