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Resumen 

Los cuerpos multivesiculares (CMV) de frutas excretan pequeñas vesículas (40-100 

nm) conocidas como exosomas en el área extracelular para la comunicación célula a 

célula. Los exosomas contienen  factores de transcripción, citoquinas, ácidos 

nucleicos, lípidos y proteínas. Son usados en biomedicina por sus propiedades para 

regular la función antioxidante, anti-inflamatoria y regulatoria de células inmunes 

innatas y macrófagos asociados a tumores; administración de genes o fármacos, 

supresión del crecimiento tumoral y proliferación celular. En este estudio nos hemos 

interesado en tres frutas andinas: tomate de árbol (Solanum betaceum Cav), naranjilla 

(Solanum quitoense Lamarck) y uvilla (Physalis peruviana L.) que tienen propiedades 

antioxidantes. Se ha demostrado en diferentes líneas celulares que los exosomas 

derivados de plantas como uva, jengibre, limón, mandarina, zanahoria, coco, brócoli, 

trigo, ginseng y manzana tienen propiedades biológicas 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 exclusión de tamaño, caracterizarlos 

mediante microscopía de transmisión electrónica y Western Blot e investigar la 

actividad proliferativa en tres líneas 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 exclusión de tamaño una 

población de exosomas de tomate árbol, naranjilla y uvilla con  morfología y tamaño 

similar, que muestran la presencia de las proteínas Alix, CD81 y CD63, además de 

que juegan un papel importante  en la proliferación de líneas celulares humanas HFF, 

HEK y HeLa. 

Palabras clave: microscopía de transmisión electrónica, 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 HeLa. 

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

antiproliferative 
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Capítulo I: Introducción  

Antecedentes 

En 1946 se publicó el primer estudio que demostraba la existencia de vesículas 

extracelulares (VE) observadas como partículas derivadas de plaquetas 

procoagulantes en plasma normal. Antes de la década de 1980 se hablaba de la 

liberación de “fragmentos de membranas” o “polvo de plaquetas”, a partir de ese año 

los exosomas eran considerados desechos celulares que mediaban la comunicación 

de célula a célula (Gurunathan et al., 2019; Yáñez-Mó et al., 2015).  El término 

“exosoma” fue propuesto por Rose Johnstone para describir pequeñas vesículas de 

40-1000nm. En 1983 junto con Harding encontraron vesículas de 50nm liberadas por 

cuerpos multivesiculares (CMV) de reticulocitos sanguíneos en maduración por 

endocitosis hacia el espacio extracelular. Después el término se adoptó para vesículas 

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

Las VE se han aislado de varios tipos de células y fluidos biológicos desde saliva, 

orina, fluido nasal y bronquial, líquido amniótico, leche materna, plasma, suero, fluido 

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

Existen estudios sobre exosomas derivados de plantas (EP) como uva, limón, brócoli, 

zanahoria, toronja, coco, jengibre, trigo, ginseng y manzana (Gioia et al., 2020; J. Kim 

et al., 2022). 

Justificación 

A lo largo de la historia el hombre ha utilizado productos naturales para 

diversos propósitos 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 desafíos 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 fármacos basados en nanotecnología aumentando 

la biodisponibilidad de estos compuestos y por ende su efectividad y eficacia en el 

tratamiento de enfermedades como inflamaciones, cáncer 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 

administración de productos naturales ya que aumentan su solubilidad (Sharma, 

2014), selectividad, eficacia y seguridad; mejora la entrega de medicamentos 

dirigiendo el compuesto a un órgano específico o al sitio de la enfermedad de forma 

pasiva, admiten alta capacidad de carga, se disuelven rápido en la sangre, disminuye 

los efectos secundarios (Gioia et al., 2020), su pequeño tamaño les permite penetrar 

barreras y muestran mayor retención debido al escaso drenaje linfático (Chidambaram 

et al., 2011). No obstante, antes de la utilización de nanopartículas como vehículos de 

administración de fármacos se debe probar la eficiencia de absorción por parte de las 

células diana (de Jong et al., 2020). 

En los últimos años las investigaciones se han dirigido a la obtención de 

nanovesículas derivadas de plantas (NP) debido a sus apreciables propiedades para 

aplicaciones clínicas como tamaño, alta tasa de internalización, baja toxicidad e 

inmunogenicidad, biocompatibilidad, alta estabilidad en el tracto gastrointestinal, fácil 

producción a gran escala y capacidad de superar la barrera hematoencefálica (Gioia 

et al., 2020).  

Los exosomas estimulan la respuesta inmune actuando como presentadores 

de antígeno (Chaput & Théry, 2011), participan en la regeneración y reparación de 

tejidos (Doyle & Wang, 2019). Además, presentan propiedades antioxidantes, 

antinflamatorias y pro regenerativas (Gioia et al., 2020) sugiriendo su uso en terapias 

pro angiogénicas para la regeneración de órganos o anti angiogénicas para el 

tratamiento contra el cáncer (Yáñez-Mó et al., 2015).  



18 

 

   

 

Se ha demostrado en diferentes líneas celulares que los exosomas derivados 

de plantas como uva, jengibre, limón, mandarina, zanahoria, coco, brócoli, trigo, 

ginseng y manzana tienen propiedades biológicas que pueden tener mejores 

beneficios terapéuticos que la planta de origen (Gioia et al., 2020). En este estudio nos 

hemos interesado en tres frutos específicos: tomate de árbol (Solanum betaceum 

Cav), naranjilla (Solanum quitoense Lamarck) y uvilla (Physalis peruviana L.) 

pertenecientes a la familia Solanaceae, los exosomas aislados de los extractos de 

estas frutas podrían ser útiles para aplicaciones en biomedicina por sus propiedades 

antioxidantes, antinflamatorias y antiproliferativas. 

Objetivos  

Objetivo general 

Obtener exosomas a partir de tomate de árbol (Solanum betaceum Cav, 

Solanaceae), naranjilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y uvilla (Physalis 

peruviana L., Solanaceae) 

Objetivos específicos 

1. Caracterizar exosomas de tomate de árbol (Solanum betaceum Cav, 

Solanaceae), naranjilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y uvilla 

(Physalis peruviana L., Solanaceae) mediante microscopía electrónica. 

2. Analizar el perfil proteico de exosomas de tomate de árbol (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 árbol (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). 
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Hipótesis 

Los exosomas aislados a partir de pulpa de tomate de árbol (Solanum 

betaceum Cav, Solanaceae), naranjilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y 

uvilla (Physalis peruviana L., Solanaceae) mediante columna de exclusión de tamaño 

presentan en su composición las proteínas CD81, CD63 y Alix y no muestran 

citotoxicidad frente a líneas celulares humanas. 
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Capítulo II: Revisión Bibliográfica  

Exosomas 

Biogénesis y composición  

Según el mecanismo de liberación y el tamaño existen tres tipos de vesículas 

extracelulares (VE): exosomas cuyo diámetro es menor a 150nm producidos por 

exocitosis, microvesículas (MV) con un tamaño aproximado de 100-1000nm originados 

por una protrusión hacia el exterior de la membrana plasmática y cuerpos apoptóticos 

que superan los 1000nm derivados de células en apoptosis (Gioia et al., 2020; 

Gurunathan et al., 2019).  La biogénesis de exosomas ocurre vía exocitosis de 

endosomas multivesiculares y se liberan al ambiente extracelular durante la fusión de 

la membrana plasmática con los cuerpos multivesiculares (CMV) (Harding et al., 

1983). Este proceso se da en tres pasos: 1) gemación de endosomas por invaginación 

de la membrana plasmática, 2) formación de CMV que contienen vesículas 

intraluminales (VIL) a partir de la membrana endosomal y 3) fusión de CMV con la 

membrana plasmática de varios tipos de células y liberación de VIL en forma de 

exosomas (Batista et al., 2011; Cocucci & Meldolesi, 2015; Hessvik & Llorente, 2018). 

Las endosomas tempranos y CMV participan en las funciones endocíticas y de tráfico 

del material celular incluyendo la clasificación, el almacenamiento, el reciclaje, el 

transporte y la liberación de proteínas (Borges et al., 2013). Estos exosomas funcionan 

como mensajeros para la comunicación con otras células mediante acoplamiento 

vesicular y fusión con la ayuda del complejo de clasificación endosomal requerido para 

el transporte (ESCRT) y los complejos solubles del receptor de la proteína de fijación 

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

Figura 1 Biogénesis de exosomas 

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 pequeñas vesículas (30-100 nm) en el área 

extracelular conocidas como exosomas para la comunicación célula a célula (Suharta 

et al., 2021; Tauro et al., 2012). Las plantas producen exosomas en respuesta a un 

estrés biótico o abiótico; por ejemplo, una infección patógena inducirá la proliferación 

de CMV estimulando el sistema inmune de la planta en defensa contra ese patógeno 

(An et al., 2006).  

Los exosomas derivados de plantas (EP) son similares a los exosomas 

derivados de mamíferos en morfología, distribución de tamaño, densidad, carga 

eléctrica superficial y ciertos componentes (Ju et al., 2013). Los exosomas contienen 

componentes del núcleo, mitocondria, aparato de Golgi y retículo endoplasmático, 

incluyendo factores de transcripción, citoquinas, ácidos nucleicos, lípidos y proteínas 

de endosomas, de la membrana plasmática y del citosol que regulan procesos 

fisiológicos (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 fosfolipídica (Gioia et al., 2020).  

https://www.zotero.org/google-docs/?IKSOZh
https://www.zotero.org/google-docs/?IKSOZh
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La composición de la bicapa lipídica de EP es diferente de la de exosomas 

derivados de células de mamíferos, siendo glicerol y fosfolípidos las principales clases 

de lípidos (Gioia et al., 2020; C. Yang et al., 2018). Las membranas exosomales de EP 

están compuestas de digalactosildiacilglicerol, monogalactosildiacilglicerol, ácido 

fosfatídico y fosfatidilcolinas que le proporcionan actividades de regulación propias de 

células de mamíferos favoreciendo la comunicación interespecies (Teng et al., 2018).   

La fracción proteica incluye proteínas relacionadas a la fusión y transporte de 

membranas (Rab, GTPases), de choque térmico (HSP70, HSP90), tetraspaninas 

(CD63, CD81), proteínas relacionadas con el complejo ESCRT (Tsg101, Alix), 

integrinas, y componentes específicos 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-0, I, II y III) y el complejo asociado AAA ATPasa Vps4 

que están involucrados en la síntesis, maduración y clasificación de cargas de EP 

(Henne et al., 2013; J. Kim et al., 2022). En cuanto a EP se han identificado proteínas 

como patelinas 1-3, penetración 1, cadena pesada de clatrina y de choque térmico 

(Woith & Melzig, 2019). 

Los componentes macromoleculares participan en las funciones celulares, 

respuesta inmune, inflamación, muerte celular, angiogénesis y el estado patológico de 

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

Figura 2 Estructura de exosomas 

Estructura de exosomas 
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Nota. Adaptado de Review of the Isolation, Characterization, Biological Function, and 

Multifarious Therapeutic Approaches of Exosomes (p. 11) por S. Gurunathan et al., 

2019, Cells. 

Aplicaciones 

Los exosomas son usados en biomedicina por sus propiedades contra 

enfermedades relacionadas a la inflamación y cánceres, para regular la función 

antioxidante, antinflamatoria y regulatoria de células inmunes innatas y macrófagos 

asociados a tumores; homeostasis del tejido intestinal, administración de genes o 

fármacos, supresión del crecimiento tumoral, proliferación celular y reducción de la 

acumulación de lípidos y fibrosis (Gioia et al., 2020) (fig. 3). Varios estudios destacan 

su actividad en el proceso de curación, prevención 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, formación 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 vesículas presentadoras de antígenos (Chaput & Théry, 
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2011), prevención y tratamiento de enfermedades inflamatorias promoviendo factores 

de curación y bloqueando los factores dañinos (M. Zhang, Collins, et al., 2016; M. 

Zhang & Merlin, 2018). 

Gracias a sus características fisiológicas, químicas y biológicas, los EP se 

emplean como nanotransportadores de fármacos capaces de administrarse a 

diferentes dosis (C. Yang et al., 2018); además se consideran más seguros que otros 

nanotransportadores artificiales como nanopartículas basadas en oro, plata, carbón y 

copolímeros (Wolfram et al., 2015).  Sus efectos terapéuticos se derivan de los 

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

Las ventajas son que los exosomas pueden derivarse de un sinnúmero de 

plantas comestibles, presentan baja toxicidad, inmunogenicidad reducida, absorción 

celular eficiente, vida media circulante prolongada, alta estabilidad y biocompatibilidad, 

son bien tolerados por el cuerpo humano y de fácil producción a gran escala, pueden 

penetrar las membranas celulares y dirigirse a un tipo de célula específico (J. Kim 

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

Figura 3 Propiedades biológicas de EP 

Propiedades biológicas de EP 
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Nota. Adaptado de Biological properties and therapeutic effects of plant-derived 

nanovesicles (p. 1098) por S. Gioia et al., 2020, Open Medicine. 

Cicatrización de heridas 

La cicatrización de heridas es un proceso que incluye hemostasia, inflamación, 

angiogénesis, proliferación de fibroblastos, depósito de colágeno y remodelación de 

tejidos (Leoni et al., 2015). Se ha demostrado que los productos naturales tienen una 

actividad alta sobre las heridas mediante la reducción de factores oxidativos, supresión 

de citocinas proinflamatorias, potenciación de enzimas antioxidantes y promoción de la 

neovascularización y las vías angiogénicas (Hajialyani et al., 2018). 

Las nanovesículas (NV) de toronja, jengibre y brócoli limitan la producción de 

citocinas proinflamatorias como TNF-α e IL-1β, aumentan los mediadores 

antioxidantes y antiinflamatorios en los macrófagos, bloquean la activación de NLRP3, 

reducen las especies reactivas de oxígeno (ROS) y aumenta la traslocación de Nrf2 

(Chen et al., 2019; Deng et al., 2017; Mu et al., 2014; B. Wang et al., 2014; Zhuang 

et al., 2015). La translocación nuclear del factor nuclear (derivado de eritroide 2) 
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similar a 2 (Nrf2) activa un patrón de defensa citoprotector pleiotrópico 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 proliferación 

de células madre y la formación de  organoides, inducen citocinas proinflamatorias (IL-

10, IL-22), aceleran la cicatrización de heridas y aumentan la expresión de colágeno 

(Ju et al., 2013; Şahin et al., 2019; M. Zhang, Viennois, et al., 2016). Ju et al. señaló la 

capacidad de las NV de uva para regular al alza la expresión de marcadores 

pluripotentes de células como SOX2, Oct4 y Klf4, a la vez que inducen la proliferación 

de células madre intestinales Lgr5hi impulsando la homeostasis del tejido epitelial 

intestinal para su regeneración (Ju et al., 2013). Las NV obtenidas del trigo tienen la 

habilidad de regenerar la piel por su acción migratoria y proliferativa en fibroblastos 

endoteliales, dérmicos y epiteliales, aumentan el nivel de expresión de ARNm de 

colágeno tipo I y estimulan la formación vascular durante el proceso de cicatrización 

(Şahin et al., 2019). Las NV de jengibre originan la cicatrización de heridas intestinales 

al momento que expresan proteínas de la mitocondria y del citoplasma como axina, 

proteínas de shock térmico y quinesinas (M. Zhang, Viennois, et al., 2016)  

Frutas Andinas  

Generalidades 

El tomate de árbol (Solanum betaceum Cav), la naranjilla (Solanum quitoense 

Lamarck) y la uvilla (Physalis peruviana L.) son plantas originarias de los Andes 

(Albarracín, 2013; Flores Rodríguez, 2007; Valverde et al., 2010). Las tres pertenecen 

a la familia Solanaceae, el tomate de árbol y la naranjilla son del mismo género 

Solanum, y la uvilla del género Physalis.  

Tabla 1 Clasificación taxonómica de tomate de árbol, naranjilla y uvilla 

Clasificación taxonómica de tomate de árbol, naranjilla y uvilla 
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Nombre común  Tomate de árbol Naranjilla Uvilla 

Reino Plantae Plantae Plantae 

División Angiospermae Angiospermae Mognoliophyta 

Clase Magnoliopsida Simpetala Dicotiledoneas 

Orden Solanales Tubiflora Tubiflora 

Familia Solanaceae Solanaceae Solanaceae 

Genero  Solanum Solanum Phylasis 

Especie betaceum quitoense peruviana  

Nombre Científico Solanum betaceum 

Cav.  

Solanum quitoense 

Lamarck 

Physalis peruviana 

L. 

Nota. Tomado de Clasificación taxonómica (p. 5) por S. Buono et al., 2018, 

PROCISUR. Clasificación taxonómica (p. 24) por J. Revelo et al., 2010, INIAP. 

Clasificación vegetal (p.7) por E. Quinga Toasa, 2021, Fundación Humana Pueblo a 

Pueblo Ecuador y Fundación Mujeres. 

El tomate de árbol es un arbusto semileñoso perenne y mide de 2-4m de altura 

(Zambrano Cabrera, 2011). Su baya ovoide está cubierta de una cáscara en 

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

400 semillas pequeñas (Flores Rodríguez, 2007). La naranjilla tiene ramificaciones de 

tallos semileñosos y gruesos. Su fruto es redondo de 4 a 6 cm de diámetro con 

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

compartimentos llenos de pulpa de color verdoso con varias semillas pequeñas 

(Valverde et al., 2010). 

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

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

recubierto por el cáliz a manera de capuchón (Albarracín, 2013). 

Figura 4 Flor y fruta de tomate de árbol, naranjilla y uvilla 

Flor y fruta de tomate de árbol, naranjilla y uvilla 
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A  B  C  
 Nota. A) Tomate de árbol B) Naranjilla C) Uvilla Tomado de Flores del árbol 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). CC0 Public 

Domain; Fruto de tomate de árbol. Tomado de Solanum betaceum, anónimo, 2022, 

Wikipedia (https://es.wikipedia.org/wiki/Solanum_betaceum). Tomado de Naranjilla, 

anónimo, 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 edáficos y climáticos para el 

crecimiento de estas plantas. 

Tabla 2 Características climáticas y edáficas del tomate de árbol, naranjilla y 

uvilla 

Características climáticas y edáficas del tomate de árbol, naranjilla y uvilla 

Característica Tomate de árbol Naranjilla Uvilla 

Altitud (msnm) 1000 - 3000 850 - 1500 2000 – 3000 

Precipitación 

(mm) 

500 - 2500 1800 - 4000 1000 - 1500 

Temperatura (°C) 14 - 20 17 - 29 15 - 20 

https://coopfruits.com/index.php/gallery
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Característica Tomate de árbol Naranjilla Uvilla 

Suelo Franco con 4-5% de 

materia orgánica 

profundo y bien 

drenado 

Franco, franco 

arcilloso o franco 

arenoso, profundo 

con buen 

contenido de 

materia orgánica y 

buen drenaje 

Franco y franco- 

arcilloso con alto 

contenido de 

materia orgánica y 

buen drenaje 

pH 6-7 5,3 - 6 5,5 - 6,8. 

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

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

un centro de acopio para la exportación de uvilla desde el cantón Pillaro-Ambato hacia 

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

Las principales zonas de producción tanto del tomate de árbol, como la 

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

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

Figura 5 Provincias donde se producen tomate de árbol, naranjilla y uvilla en 

Ecuador 

Provincias donde se producen tomate de árbol, naranjilla y uvilla en Ecuador 
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Nota. Elaboración propia en Paint 

Composición química  

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

hidroxicinamoilo (ácido rosmarínico y ácido cafeoilquínico), antocianinas, taninos, 

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

Burri et al. describió los pigmentos: feofitina, clorofila (A, C1, C2 and C3) y 

carotenoides. El mayor pigmento fue β-caroteno (45%), seguido de zeaxantina (7-

13%), luteína 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 están los 

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

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



31 

 

   

 

Dentro de los compuestos fenólicos se encuentran los ácidos hidroxicinamicos 

(ácidos cafeico, ferúlico, p-cumárico y rosmarínico) que representan el 55%, ácidos 

hidroxibenzoicos (ácido gálico, elágico y vanílico), flavonol (kaempferol), flavanona 

(naringina), flavanoles (catequina, epicatequina) y glucósidos de flavonol (rutina, 

kaempferol-3 -rutinósido e isorhamnetin-3-rutinósido); siendo el ácido clorogénico 

(ácido 3-O-cafeoilquínico) y kaempferol-3-rutinoside los fenoles dominantes (T. Diep et 

al., 2020; Espín et al., 2016).  

Tabla 3 Composición nutricional del tomate de árbol  

Composición nutricional del tomate de árbol 

Componentes Contenido para 100g de fruta 

Acidez 1,93-1,60 

Brix 11,50-10,50 

Calorías 30 

pH 3,17-3,80 

Humedad 86,03-87,07% 

Carbohidratos 7g 

Ceniza 0,6g 

Fibra 1,1g 

Proteína 2g 

Calcio 9mg 

Caroteno 1000UI 

Fósforo 41mg 

Hierro 0,90mg 

Niacina 1,07mg 

Riboflavina 0,03mg 

Tiamina 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 producción y exportación del tomate 

de árbol del cantón el chaco hacia España (p. 9) por W. Zambrano, 2011. 

Tabla 4 Compuestos fenólicos de tomate de árbol en mg/Kg 

Compuestos fenólicos de tomate de árbol en mg/Kg 

Compuesto  Cascara  Pulpa Semillas 

(+)-catequina - - 0.8 ± 0.2 

Ácido clorogénico 253.8 ± 3.8 125.5 ± 1.2 37.7 ± 1.3 

Ácido transcinámico - 28.7 ± 2.0 - 

Ácido p-cumárico 0.2 ± 0.0 0.2 ± 0.0 - 

Epicatequina - - 2.5 ± 0.1 

Ácido ferúlico 8.7 ± 0.2 7.6 ± 0.1 - 

Hidrato de rutina 9.5 ± 1.4 - 0.7 ± 0.0 

Ácido sinápico 10.3 ± 0.7 1.6 ± 0.2 - 

Siringaldehído 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 42.1 ± 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 fenólicos de la naranjilla se categorizan en ácidos fenólicos 

(1%), dihidrochalconas (1%), estilbenos (3%), antocianinas (4%), flavones (7%), 

flavononas (8%), ácidos hidroxicinamicos (15%) flavonoides (22%) y otros fenoles 

(7%) (Hinestroza-Córdoba et al., 2021).  Entre los glucósidos de flavonol se han 

encontrado glucósidos de quercetina (quercetina-3-rutinósido), glucósidos de 
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isorhamnetina, glucósidos de kaempferol (Gancel et al., 2008) y β-glucósido (Forero 

et al., 2016). También se han descubierto ácidos clorogénicos (Loizzo et al., 2019) 

como ácido 5-O-cafeoilquínico y ácido 4-O-cafeoilquínico y sus hexóxidos (Gancel et 

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

Con respecto a los carotenoides están el 13-cis-β-caroteno, 9-cis-β-caroteno, 

luteína y all-trans-β-caroteno, el cual es el carotenoide principal representando el 

∼45%; los ésteres representan el 12% (Gancel et al., 2008). El ácido α-linolénico y 

ácido linoleico son los ácidos grasos encontrados, el primero es el más abundante 

(Gancel et al., 2008). 

Tabla 5 Composición nutricional de la naranjilla 

Composición nutricional de la naranjilla 

Componentes Contenido para 100g de fruta 

Humedad 90,46 % 

pH 3 

Acidez 2,56 % 

Sólidos solubles 10,8 °Brix 

Cenizas 0,59 % 

Proteína 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 

Fósforo 9,5mg 

Potasio 309mg 

Sodio 0,5mg 

Hierro 0,1mg 

Zinc 0,2mg 

Nota. Tomado de Características químicas de los frutos cultivares comerciales de 

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

Tabla 6 Compuestos fenólicos de naranjilla en mg/Kg 

Compuestos fenólicos de naranjilla en mg/Kg 

Compuesto Cáscara Pulpa + semillas 

Ácido clorogénico 98.6 ± 29 19.1 ±1.0 

Ácido p-cumárico 0.4 ± 0.0 - 

Ácido gálico 1.3 ± 0.0 - 

Hidrato de rutina 51.1 ± 3.6 - 

Taxifolina  0.3 ± 0.0 0.1 ± 0.0 

∑ fenoles 151.6 ±  25 20.0 ± 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 

glicósidos (Castro et al., 2015), fenoles, saponinas, witanólidos, peruviosis, 

fisaperuvina, irinianos, ácido cinamoilo, kaempferol y di y triglucósidos de quercetina 

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

quercetina-7-O-glucósido-3-O-rutinósido y kaempferol-3-O-rutinósido los principales 

flavonoides (Nocetti et al., 2020). 
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Muñoz et al. detalló la composición 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-β-caroteno, 9-cis-β-caroteno y 

all-trans-α-criptoxantina son los carotenoides principales. Dentro de los compuestos 

fenólicos, los flavonoides son los más representativos (5,17%), continúan los 

derivados del ácido cinámico (3,98%), compuestos monofenólicos (1,79%), ácidos 

fenólicos (1,39%), cumarinas (0,79 %), ésteres fenólicos (0,79 %), chalconas (0,39 %), 

aldehídos fenólicos (0,39 %) y estilbenos (0,19 %). Los fenoles más abundantes 

fueron el ácido gálico, el ácido 4-hidroxibenzoico y el kaempferol  (Muñoz et al., 2021). 

La leucina, fenilalanina, treonina y valina son los aminoácidos esenciales más 

importantes; de igual forma el ácido glutámico, la arginina y acido aspártico de los 

aminoácidos no esenciales; el ácido linoleico, ácido oleico y ácido palmítico de los 

ácidos grasos; el β–tocoferol de los tocoferoles; y campesterol δ-5-avenasterol y β-

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

Tabla 7 Composición nutricional de la uvilla 

Composición nutricional de la uvilla 

Componentes Contenido para 100g de fruta 

Calorías 54 

Proteína 1,50g 

Grasa 0,50g 

Carbohidrato 11g 

Fibra  0,40g 

Cenizas  0,70g 

Calcio 9mg 

Fósforo 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 

Ácido 

ascórbico 
20mg 

Nota. Adaptado de Creación de un centro de acopio para la exportación de uvilla 

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

Tabla 8 Compuestos fenólicos de uvilla en mg/Kg 

Compuestos fenólicos de uvilla en mg/Kg 

Compuesto Cáscara Pulpa + semillas 

Ácido clorogénico 1.5 ± 0.1 0.7 ± 0.1 

Ácido gálico 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 1.4 ± 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 ácidos grasos de tomate de árbol, naranjilla y uvilla 

Porcentaje de ácidos grasos de tomate de árbol, naranjilla y uvilla  
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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 biológicas 

Se usan comúnmente en la preparación de muchas comidas, en la industria se 

utilizan para producir principalmente mermeladas y dulces, además de snacks, jugos, 

licores y cocteles; pero también se han aplicado como medicina tradicional por sus 

propiedades nutraceúticas debido a la combinación de compuestos bioactivos 

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

Varios estudios han descrito que el tomate de árbol previene el síndrome 

metabólico (Orqueda et al., 2020), es un aglutinante de ácidos biliares, emulsificante y 

estabilizante de alimentos ricos en grasas, puede retener aceite y agua e inhibe la 

formación de ácido úrico (Flores Rodríguez, 2007); es un antimicrobiano y 

antiinflamatorio para dolores de garganta y encías 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 fitopatógenas y hongos 

xilófagos y fitopatógenos (Ordóñez et al., 2006); hipolipémicas (Orqueda et al., 2020), 

antienvejecimiento, antidiabéticas, antinflamatorias, anticancerígenas (Tabla 10) 

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

pero principalmente a compuestos fenólicos (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 ácidos fenólicos, antocianinas, 

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

Tabla 10 Compuesto y efecto biológico de tomate de árbol. 

Compuesto y efecto biológico de tomate de árbol. 

Propiedad Compuesto Referencia 

Antibacterial Éster de cafeoilo ácido rosmarínico (Espin et al., 2016) 

Flavonoides (T. T. Diep et al., 2021) 

Rutina (T. Diep et al., 2020) 

Antioxidante Ácidos hidroxicinamoilos: ácido 

rosmarínico, 3-O-ácido 

cafeoilquínico, ácido clorogénico 

(T. Diep et al., 2020; 

Espin et al., 2016; 

Orqueda et al., 2020)   

Antocianina: delfinidina 3-

rutinósido,  

(T. Diep et al., 2020) 

Ácido ascórbico  (Viera et al., 2022) 

β-caroteno, α-tocopherol (Burri et al., 2011; 

Vasco et al., 2009) 

  

Queracianina, pelargonidina 3-

rutinósido, tulipanina, delfinidina 3-

O-α-l-ramnosil-β-dglucósido-3′-O-

β-d-glucósido 

(Espin et al., 2016) 

Antiinflamatorio Compuestos fenólicos, saponinas (Elizalde-Romero et al., 

2021) 

Ácido clorogénico (T. T. Diep et al., 2021) 

Antocianinas a base de delfinidina (Liu et al., 2018) 
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Propiedad Compuesto Referencia 

Galactoarabinoglucuronoxilanos (do Nascimento et al., 

2013) 

Anticancerígeno Saponinas, carotenoides (T. T. Diep et al., 2020; 

Elizalde-Romero et al., 

2021) 

 Ácido clorogénico, rutina, 

antocianinas 

(T. Diep et al., 2020) 
 

Antidiabético Ácidos fenólicos (Orqueda et al., 2020) 

Anti-obesidad Ácido rosmarínico y ácido 

cafeoilquínico 

(Orqueda et al., 2020; 

Spínola & Castilho, 

2017) 

Antiviral 
 

Flavonoides (Viera et al., 2022) 

Saponinas (Elizalde-Romero et al., 

2021) 

Rutina (T. Diep et al., 2020) 

Anti nociceptivo galactoarabinoglucuronoxilanos (do Nascimento et al., 

2013) 

Nota. Elaboración 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 α-amylase (Muñoz et al., 2021),  antipirético (Muñoz et al., 2021), anti 

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

y negativas y levaduras: Pseudomonas syringae  (Muñoz 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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Además, protege contra trastornos del tracto gastrointestinal, enfermedades del 

sistema endocrino y sistema respiratorio, asma, malaria, reumatismo, dermatitis y 

hepatitis; es un diurético e inmunomodulador (Muñoz et al., 2021), reduce los niveles 

de colesterol total, colesterol LDL, triacilglicerol total, ácido úrico, urea y la actividad de 

la alanina aminotransferasa (ALT) sérica (Nocetti et al., 2020); protege contra la lesión 

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

Muchos estudios han revelado su composición fitoquímica y la propiedad que 

le confiere dicho compuesto (tabla 11). Los minerales, ácidos grasos, fenoles, 

flavonoides, saponinas, entre otros compuestos le dan un poder anti proliferativo 

incluyendo células cancerígenas (Nocetti et al., 2020). El 4β-hidroxiwithanólido E 

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

Tabla 11 Compuesto y efecto biológico de uvilla 

 Compuesto y efecto biológico de uvilla 

Propiedad Compuesto Referencia 

Antioxidante 

 

Compuestos fenólicos; 

Carotenoides: (all-E)-luteína 

(60%) y (all-E)-β-caroteno 

(22%), (all-E)-neoxantina, 

(all-E)-violaxantina, (Z)-

luteína, (todo-E)-taraxantina 

y (Z)-taraxantina 

(Etzbach et al., 2018) 

Flavonoides (Toro A. et al., 2013) 

Witanólidos: 4β-

hidroxiwithanólido E 

(Nocetti et al., 2020) 

α-tocoferol, β-tocoferol (Azzi, 2019; Chasquibol & 

Yácono, 2015) 
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Propiedad Compuesto Referencia 

Acido ascórbico (Wahdan et al., 2019) 

Ácido rosmarínico, ácido 

ursólico, ácido gálico, 

catequina y galato de 

epicatequina  

(Mier-Giraldo et al., 2017) 

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

Luteína (Muñoz et al., 2021) 

Ésteres alifáticos de 

sacarosa: peruviosis A y B, 

γ-tocoferol 

(Nocetti et al., 2020) 

Antidiabético fisalinas A, B, D y F y 

glucósidos 

(Nocetti et al., 2020) 

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

Ácido gálico (Muñoz et al., 2021) 

Kaempferol (Alkhalidy et al., 2018) 

Anti proliferativo 4-beta-hidroxi withanólido (Chiu et al., 2013) 

Witaperuvina C y fisalactona (Sang-Ngern et al., 2016) 

γ-tocopherol, esteres 

alifáticos de sacarosa: 

peruviosis A y B 

(Nocetti et al., 2020) 

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

Anti-hepatotóxica: Flavonoides, saponina, 

fenoles 

(Arun & Asha, 2007) 

Antimicrobiano Ésteres alifáticos de 

sacarosa: peruviosas A y B; 

(Nocetti et al., 2020) 
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Propiedad Compuesto Referencia 

fenoles, flavonoides, xantina, 

saponinas, witanólidos 

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

Antifúngico Ésteres alifáticos de 

sacarosa: peruviosas A y B 

(Nocetti et al., 2020) 

Antienvejecimiento Ácido 4-hidroxibenzoico (H. Kim et al., 2020) 

Antiviral Ácido 4-hidroxibenzoico (H. Kim et al., 2020) 

Insecticida Ésteres alifáticos de 

sacarosa: peruviosas A y B 

(Nocetti et al., 2020) 

Nota. Elaboración propia 

La naranjilla ayuda al buen funcionamiento de los riñones, su consumo es 

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

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

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

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

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

Tabla 12 Compuesto y efecto biológico de naranjilla 

Compuesto y efecto biológico de naranjilla 

Propiedad Compuesto Referencia 

Antioxidante Fenoles, carotenoides y 

ácido ascórbico 

(Gancel et al., 2008) 

Antidiabético flavonoides (rutina), ácido 

clorogénico 

(Loizzo et al., 2019) 

Antihipertensivo N1, N4, N8 -tris 

(dihidrocafeoil) 

(Forero et al., 2016) 
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Propiedad Compuesto Referencia 

espermidina y N1, N8 -bis-

(dihidrocafeoil) 

espermidina 

Nota. Elaboración propia 

Tabla 13 Actividad antioxidante e hipoglucemiante de tomate de árbol, naranjilla 

y uvilla 

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

 

 
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 acción  

El tomate de árbol es un antioxidante gracias su capacidad de secuestrar 

especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (ROS/RNS), ser un protector de la 

membrana de los glóbulos rojos y depurador de O2-, H2O2 y NO (Orqueda et al., 

2020), disminuir la peroxidación lipídica (Burri et al., 2011), absorber radicales de 

oxígeno, ser un agente reductor de hierro (T. T. Diep et al., 2020), capturar radicales 

libres por la presencia de grupos hidroxilo en su composición (Elizalde-Romero et al., 

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

Asimismo, la uvilla tiene características antioxidantes ya que cumple una 

función protectora contra el daño de ADN y disfunción mitocondrial (Chasquibol & 

Yácono, 2015), reduce las enzimas asociadas al estrés oxidativo (Toro A. et al., 2013) 

e iones férricos (Muñoz et al., 2021), inhibe la peroxidación lipídica, actúa para la 
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eliminación del anión superóxido y la inhibición de las actividades de la xantina 

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

El 4β-hidroxiwitanolido E aislado de la uvilla potencia la actividad antioxidante e 

inhibe el estrés oxidativo cuando actúa como activador del Nrf2 durante la afección 

pulmonar obstructiva crónica, mediante la interrupción de la interacción proteína-

proteína Nrf2-Keap1 mediante modificación de residuos de cisteína Cys288 y Cys151 

en Keap1 y la consecuente supresión de la ubiquitinación de Nrf2. También bloquea la 

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

Castro et al. observó una mejora en ratas con colitis tratadas con un extracto 

obtenido de los calices de uvilla mediante la baja liberación de NO por macrófagos, 

secuestro de radicales libres, disminución de la producción de citocinas 

proinflamatorias (IL-1β  y TNF-α), regulación de la expresión a la alta de MUC2 y 

regulación a la baja de genes envueltos en la respuesta inflamatoria: NLRP3, iNOS, 

COX-2, IL-1β , IL-6 e IL-10, ligera reducción de la actividad de la enzima MPO que 

sugiere una reducida infiltración de neutrófilos en el colón  (Castro et al., 2015).  

La uvilla atenúa la inflamación por inducción de λ-carragenina,  inhibición del 

óxido nítrico y prostaglandina E2 (Peng et al., 2016), previene la generación de NO, la 

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

También actúa como antienvejecimiento por su regulación a alta de elastina, 

fibrilina-1 y colágeno tipo I (Cicchetti et al., 2018) 

La naranjilla tiene una alta actividad antioxidante debido a su habilidad para 

eliminar radicales libres, proteger de la peroxidación lipídica, ser un agente reductor, 

quencer de oxígeno singlete y donador de hidrógeno (Loizzo et al., 2019); secuestrar 

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

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

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

Cromatografía de exclusión de tamaño (SEC) 

La técnica de aislamiento de exosomas más usada es la cromatografía de 

exclusión por tamaño (Kuo & Jia, 2017; Sidhom et al., 2020). Esta técnica comprende 

dos fases: la muestra como fase móvil y el polímero de gel poroso como fase 

estacionaria (Böing et al., 2014). La columna puede empaquetarse con varios 

polímeros de gel como agarosa (Sepharose), dextranos reticulados (Sephadex), 

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

La técnica se basa en una elución diferencial según el tamaño donde las 

partículas grandes eluyen primero, seguido de vesículas pequeñas enriquecidas con 

exosomas y luego proteínas no exosomales que están concentradas en las últimas 

fracciones. SEC separa vesículas grandes de pequeñas a la vez que elimina la 

contaminación de proteínas solubles no unidas a exosomas (Kuo, & Jia, 2017). A 

pesar del bajo rendimiento y ligera pérdida de pureza, los exosomas conservan su 

integridad, identidad, morfología y funcionalidad ya que hace uso de la gravedad, 

permitiendo que los exosomas mantengan sus características vesiculares propias 

(Gámez-Valero et al., 2016; Mol et al., 2017; Sidhom et al., 2020). Tampoco requiere 

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

El resultado es un aislado exosomal homogéneo con bajos niveles de 

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

https://www.zotero.org/google-docs/?yiPWyv
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Tabla 14. Métodos de aislamiento y purificación de exosomas 

Métodos de aislamiento y purificación de exosomas 

Métodos de 

Aislamiento y 

Purificación 

Principio Ventajas Desventajas 

Ultracentrifugación 

diferencial (UC) 

Centrifugación seriada a altas 

velocidades y duración en un 

medio homogéneo permitiendo 

que las partículas más grandes 

se sedimenten primero. 

 Simple 

 Fácil uso 

 Accesible a largo plazo 

 Tiempo moderado 

 Simple preparación 

 Reproducibilidad  

 Reactivos de bajo costo 

 Diferenciación por tamaño y 

densidad 

 Fácil operación 

 Purificación adicional por 

contaminación en el producto final. 

 Equipo costoso 

 Producción de agregados 

exosomales 

 Grandes volúmenes de pesos 

iniciales 

Ultracentrifugación 

por gradiente 

Ultracentrifugación ascendente 

de un conjunto de capas de 

diferente concentración en 

presencia de un gradiente de 

densidad preconstruido 

 Bioactividades diferenciadas 

 Diferenciación por tamaño, masa, 

densidad y niveles de estabilidad 

 Costosa 

 Alta capacitación  

 Equipo calificado 
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Métodos de 

Aislamiento y 

Purificación 

Principio Ventajas Desventajas 

 Necesita UC para aumentar la 

pureza. 

Cromatografía de 

exclusión de tamaño 

(SEC) 

Separación diferencial de 

partículas por la interacción de 

una fase móvil con el producto 

deseado y una fase estacionaria 

porosa, en donde las partículas 

de mayor tamaño van a eludir 

primero seguida de las más 

pequeñas y así 

consecutivamente hasta obtener 

el producto deseado. 

 Estructuras y bioactividad intactas. 

 Tiempo relativamente corto 

 Obtención de exosomas 

relativamente homogéneos  

 Rentable 

 Alto rendimiento y pureza 

comparado con PEG y UC 

 Bajo costo 

 Mínimamente invasivo 

 Necesita complementarse con 

HPLC para obtener alta pureza  

 No se puede diferenciar entre 

exosomas y microvesículas 

 Tasa de recuperación intermedia 

por lo que se requiere gran 

cantidad de muestra. 

 Se debe controlar las interacciones 

electrostáticas e hidrofóbicas entre 

la fase móvil y estacionaria que 

puedan alterar la bioactividad del 

exosoma 

 No se pueden procesar múltiples 

muestras 
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Métodos de 

Aislamiento y 

Purificación 

Principio Ventajas Desventajas 

Inmunoafinidad 

(IAC) 

Los antígenos expresados en la 

superficie de los exosomas 

interaccionan con perlas 

magnéticas o nanocubos 

cargados de anticuerpos 

separando así la partícula 

deseada de mezcla 

heterogénea. 

 Alta especificidad, sensibilidad, 

pureza y rendimiento 

 Se puede utilizar menos volumen y 

obtener el mismo rendimiento que 

UC  

 Mayor superficie de contacto para 

capturar exosomas en comparación 

con un ELISA 

 Heterogeneidad de las superficies 

exosomales 

 Al tratar de eliminar el Ac unido 

puede causar daño en la integridad 

del exosoma 

 Anticuerpos inespecíficos 

 Altos costos 

 Condiciones de almacenamiento 

complicadas 

Precipitación 

(PEG6000) 

Quelación de los exosomas por 

polietilenglicol-6000 permitiendo 

que estos precipiten con una 

centrifugación de baja velocidad 

 Nanopartículas de diámetro 

variado. 

 Costos relativamente bajos 

 Tiempo moderado 

 Se pueden procesar varias 

muestras a la vez. 

 Fácil operación 

 

 Menor rendimiento en comparación 

con UC 

 Coprecipitación de impurezas. 

 Se obtiene menor cantidad de 

polifenoles bioactivos. 

 Necesita apoyo de 

inmunoprecipitación para aumentar 

la pureza 
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Métodos de 

Aislamiento y 

Purificación 

Principio Ventajas Desventajas 

 Difícil de separar el complejo 

formado. 

Ultrafiltración (UF) Obtención de exosomas 

mediante segregación a través 

de una matriz con poros de 

tamaño predeterminado 

 

 Sin equipos costosos 

 Poca mano de obra 

 Tiempo relativamente corto 

 Menor rendimiento y pureza en 

comparación con UC 

 Puede producir deformación y 

ruptura del exosoma 

 Baja pureza  

 Unión inespecífica entre la matriz 

porosa y los exosomas. 
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Métodos de 

Aislamiento y 

Purificación 

Principio Ventajas Desventajas 

Microfluídica Unión antígeno – anticuerpo por 

la unión específica en un 

dispositivo microfluídico tipo 

chip (ExoChip), electrodos de 

oro o de nanointerfaz de óxido 

de grafeno/polidopamina 

(Go/PDA). 

 Alto rendimiento 

 Diferenciación por inmunoafinidad, 

tamaño y densidad 

 Rápido y eficiente 

 Alta pureza 

 Dispositivos costosos y complejos 

 Pequeño volumen de muestra 

 Poco estandarizado para 

aislamiento de exosomas 

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

Métodos de caracterización de exosomas 

Los métodos para caracterizar exosomas son de dos tipos: caracterización externa para analizar el tamaño de partícula y morfología y 

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

desventajas de los métodos más comunes. 

Western Blot  
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El Western Blot también conocido como Inmunoblotting se basa en la unión por afinidad de un antígeno, en este caso de la proteína 

diana, y un anticuerpo que reconoce específicamente el antígeno (Doyle & Wang, 2019). Las vesículas se lisan y sus proteínas 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 antígeno de interés y después a un anticuerpo secundario que se detecta por 

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

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

y especificidad (Doyle & Wang, 2019). 

Tabla 15 Métodos de caracterización de exosomas 

Métodos de caracterización de exosomas  

Métodos de 

Caracterización 

Principio Ventajas Desventajas 

Microscopio electrónico 

de transmisión (TEM) y 

de barrido (SEM) 

Evalúa la morfología de vesículas 

exosomales mediante la detección 

del haz de electrones dispersos 

(SEM) y que atraviesan la muestra 

(TEM), en este último caso estos 

 Imágenes de partículas 

submicrónicas con alta resolución 

 Distinción de tamaño y morfología  

 Muchos parámetros de 

optimización 

 Personal altamente capacitado 

 Equipo costoso 

 Preparación extensiva de la 

muestra 
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Métodos de 

Caracterización 

Principio Ventajas Desventajas 

son revelados por una pantalla 

fluorescente.  

 Necesita un pretratamiento de UC 

o UF. 

Tecnología de 

dispersión dinámica de 

luz (DLS) 

Seguimiento del movimiento de 

partículas mediante diferentes 

niveles o fluctuaciones de 

intensidad de luz que determinan 

el coeficiente de difusión de 

partículas, las cuales son captadas 

por un microscopio   

 Determina tanto el tamaño como 

la concentración 

 Fácil de usar 

 Se usa poco volumen mínimo 70 

µL 

 Pocos parámetros de optimización 

 Recopilación de datos a través de 

un software 

 Problemas en mezclas 

heterogéneas  

 Difícil detección y diferenciación 

de microvesículas y exosomas 

porque esta sesgado a detectar 

partículas más grandes 

Tecnología de análisis 

de seguimiento de 

nanopartículas (NTA) 

Cálculo del tamaño de partículas 

mediante su coeficiente de difusión 

(Ecuación de Stokes-Einstein) 

dentro de una cámara en donde un 

microscopio capta el movimiento 

de las partículas a través de una 

luz laser que interactúa con ellas.   

 Determina partículas entre 10 y 

1000 nm de diámetro. 

 Determina tanto el tamaño como 

la concentración. 

 Recopilación de datos a través de 

un software 

 Reconocimiento ideal de 

partículas en mezclas 

heterogéneas 

 Volumen mínimo es 0,5 mL 

 Se necesita personal capacitado. 

 Muchos parámetros de 

optimización  

 No fenotipa las vesículas ni 

determina su origen 
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Métodos de 

Caracterización 

Principio Ventajas Desventajas 

 Más rápido en comparación con 

TEM y DLS 

Western Blot 

 

Detección de exosomas mediante 

su lisado y desnaturalización en 

donde las proteínas restantes son 

separadas en un SDS-PAGE y 

luego transferidas a una 

membrana en donde son 

expuestas a un anticuerpo que 

reconoce el antígeno de interés, 

posterior a ello se utiliza un 

anticuerpo secundario con 

fluorescencia para su revelación.  

 Amplia accesibilidad  

 Alto rendimiento 

 Los resultados se pueden 

presentar en fotografías 

 Tiempo muy extenso 

 Baja especificidad 

 Reproducibilidad limitada 

 Alta cantidad de muestra  

 Revela muy poca información (No 

es multiplexado) 

 Semicuantitativo 

 Necesita personal capacitado 

 El uso de varios reactivos y geles 

lo hace muy costoso 

Análisis de 

inmunoabsorción ligado 

a enzimas (ELISA) 

Inmovilización antígeno – 

anticuerpo sobre la superficie de 

una microplaca 

 Rápido y sencillo 

 Alta especificidad 

 No se producen reacciones 

cruzadas con anticuerpos 

secundarios 

 Se pueden analizar varias 

muestras simultáneamente. 

 Se necesita un pretratamiento de 

UC o UF. 

 Baja sensibilidad porque no hay 

amplificación de señal con un 

anticuerpo secundario 

 Inmunoreactividad 
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Métodos de 

Caracterización 

Principio Ventajas Desventajas 

 No necesita personal muy 

capacitado 

 

 No distingue entre microvesículas 

y exosomas 

Citometría de flujo Detección de exosomas mediante 

la conjugación de un anticuerpo 

fluorescente contra un antígeno de 

superficie del mismo que al pasar 

por un haz de láser focalizado este 

los excita y los revela. 

 Alto rendimiento 

 Ayuda a la cuantificación de las 

partículas  

 Revela múltiples características 

celulares (tamaño, granulosidad) 

 Identifica simultáneamente varias 

poblaciones celulares. 

 Instrumentos con límites de 

detección  

 Mala interpretación la existencia 

de agregación vesicular. 

 Se necesita una previa 

inmovilización de los exosomas 

para poder ser revelados 

 Equipo costoso 

 Personal capacitado 

 Precio conocimiento de su 

composición proteica 

Nota. Adaptado de (Doyle & Wang, 2019; Dragovic et al., 2011; Taylor & Posch, 2014; Y. Wu et al., 2015) 
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Capítulo III: Metodología 

Aislamiento de exosomas 

Preparación de extractos 

A partir de 15, 9 y 16 oz de fruta fresca madura de tomate de árbol, naranjilla y 

uvilla respectivamente, se extrajo 325mL de jugo de tomate de árbol, 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 falcón de 50mL se colocaron los extractos y PBS 1X en concentración 

1:1 y se homogeneizaron por vórtex. Se realizaron centrifugaciones seriadas utilizando 

el sobrenadante a 400 g durante 20 minutos a 4oC, seguido de 20 minutos a 800g a 

4oC y a 7600g por 40 minutos a 4oC. El pellet corresponde a las microvesículas que 

fueron resuspendidas en 500uL de PBS 1X y se almacenaron a -20oC para posterior 

análisis. 

El sobrenadante se sometió a un gradiente de filtración 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 almacenó a -20 °C. 

Purificación mediante columna de exclusión de tamaño (SEC) 

La columna qEVoriginal (iZON Science) se equilibró con 10mL de PBS 1X, se 

añadió 2mL del sobrenadante y 5mL más de PBS 1X e inmediatamente se recolectó 

alrededor de 20 fracciones de 0,5mL cada una sin dejar que se seque la columna. Se 

procedió a concentrar las fracciones utilizando tubos Amicon de 100kDa (Amicon® 

Ultra-4 10K device - 10,000 MWCO). La concentración de proteínas de todas las 

fracciones se cuantificó en el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Las muestras 

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

A 1mL de sobrenadante se añadió 500uL del reactivo del kit Total Exosome 

Isolation (from other body fluids) (Invitrogen™ 4484453), se homogeneizó y se dejó 30 

minutos en hielo. Luego se centrifugó a 10000g por 10 minutos, se descartó el 

sobrenadante y nuevamente se centrifugó 5 minutos a 10000g. El pellet se 

resuspendió en 125uL de PBS 1X y se cuantificó en el nanodrop. Las muestras se 

guardaron a -20°C.  

Cuantificación de proteínas mediante Bradford 

La concentración de proteínas de las muestras se cuantificó utilizando el 

reactivo de ensayo de proteína Coomassie (Bradford) (Thermo Scientific 23200). En 

una placa de 96 pocillos se preparó la gamma de proteína estándar BSA y se 

colocaron 5uL de cada muestra y el blanco (PBS 1X). Se añadió 250uL del reactivo 

Bradford a todos los pocillos y se dejó incubar 10 minutos a temperatura ambiente. La 

absorbancia se midió a 595 nm en el espectrofotómetro Multiskan GO (Thermo 

Scientific™ Cat N° N10588) y se calculó la absorbancia neta (NET A562nm) (Ecuación 

1) restando la absorbancia del blanco para determinar la concentración de proteínas 

en ug/mL a partir de la curva estándar (Ecuación 2) tomando en cuenta el factor de 

dilución de ser el caso (Ecuación 3 y 4). 

𝑁𝐸𝑇 𝐴595  = 𝐴595𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 
− 𝐴595𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 

     Ec. 1 

𝑁𝐸𝑇 𝐴595  =  a × [Proteína] + b     Ec. 2 

FD =  
Volumen total

Volumen de muestra
      Ec. 3 

[Proteína] = [Proteína]𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑎 × 𝐹𝐷    Ec. 4 

Figura 6 Aislamiento de exosomas 

Aislamiento de exosomas  
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Nota. Elaboración propia en Biorender 

Caracterización de exosomas 

Caracterización de exosomas mediante microscopía electrónica de transmisión 

(TEM) 

Se colocó 10uL de las muestras de exosomas obtenidos sobre el mesh de 

cobre (TED PELLA INC, No. 01753-F) y se dejó absorber durante 1 minuto, con papel 

filtro se retiró el exceso. Posteriormente se fijaron con 10uL de acetato de uranilo al 

2% durante 10 segundos.  Se retiró nuevamente el excedente con papel filtro, se lavó 

tres veces con agua destilada y se dejó secar la muestra para su observación en el 

TEM (FEI - Tecnai Spirit Twin, 120kV) a una resolución de 200nm y 500nm. 

Las imágenes se analizaron en el programa ImageJ. 

Caracterización de exosomas mediante Western Blot (WB) 

Para el Western Blot (WB) en primer lugar se realizó una SDS-PAGE 

(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico). Se utilizaron una 

proteína control (IgY) y alícuotas de las muestras de exosomas, cuyo volumen fue 
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calculado tomando en cuenta la concentración de proteínas de cada una para una 

cantidad de 50ug de proteína y un volumen final de 25uL (Ecuación 5). 

𝑉𝑎𝑙𝑖𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎  =
𝑉𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎(𝑢𝐿)×𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 (𝑢𝑔)

(Pr 𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎)(𝑢𝑔)
   Ec. 5 

 

Las muestras se prepararon en condiciones desnaturalizantes/reductoras, para 

lo cual se les agregó buffer de lisis RIPA (Santa Cruz Biotechnology, SC24948) en 

concentración 1:5 y se mezclaron 5 minutos por vórtex, y se añadió buffer de carga 4X 

1:1. Las muestras se sometieron a un proceso de shock térmico incubando a 95oC, 

después de 5 minutos se colocaron inmediatamente en hielo. 

Para la electroforesis vertical se utilizó el sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell 

(Bio-Rad 1658004). Se elaboraron dos geles de poliacrilamida 4-10%, uno para la 

verificación de la presencia de proteínas en el gel después de la electroforesis y el otro 

para la transferencia de proteínas a una membrana. El gel de separación (lower) se 

preparó al 10% y el gel de concentración (upper) al 4% en placas de vidrio aseguradas 

con sujetadores sobre la matriz de polimerización. Se cargaron 25uL de las muestras 

en cada pocillo y 3uL del marcador de peso molecular para proteínas (Precision Plus 

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

El gel de separación se sumergió en solución de tinción azul de Coomassie 

(Bio-Rad 0,5% con metanol 25% y ácido acético glacial 50%) e incubó durante 30 

minutos en agitación a temperatura ambiente. Después se removió el colorante con 

solución de lavado mediante sucesivos lavados en agitación. Se verificó la presencia 

de proteínas en el gel en el fotodocumentador ChemiDoc MP Imaging System (Bio-

Rad 12003154). 

El otro gel de separación se sumergió 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 ensambló el sanduche de transferencia en el cassette. Para 
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transferir las proteínas a la membrana de PVDF se colocó el cassette en el equipo 

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

Se lavó la membrana en buffer TBS 1X durante 10 minutos en agitación y se 

incubo a 4oC con solución de bloqueo durante toda la noche. Al día siguiente se 

realizaron seis lavados de 10 minutos en agitación con buffer TTBS. Se incubó la 

membrana en solución 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 agitación con buffer 

TTBS. La membrana se incubó por dos horas en oscuridad con anticuerpo secundario 

GAM-HRP 1:15000 (Bio-Rad, 170-5047), seguido de seis lavados de 10 minutos en 

agitación con buffer TTBS. La membrana se colocó dentro de un protector plástico, se 

cubrió toda la membrana con la solución de sustrato preparada con el kit Clarity ECL 

Western Substrate (Bio-Rad 1705060) y se dejó 5 minutos en oscuridad. Las proteínas 

se detectaron por quimioluminiscencia con el escáner de membranas del ChemiDoc 

MP Imaging System (Bio-Rad 12003154).  

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

Lab (Biorad).  

Figura 7 Caracterización de exosomas 

Caracterización de exosomas 
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Western Blot 

 

TEM 

 

Nota. Elaboración propia en Biorender 

Determinación de la citotoxicidad  

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

La citotoxicidad de los exosomas, microvesículas y sobrenadante se determinó 

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

tetrazolio) sobre tres líneas celulares: HeLa (células cancerígenas de cuello uterino), 

HEK293T (células de riñón 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 acondicionó el medio respectivo y la tripsina a 37°C en baño María, se vació 

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

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

minutos HFF, 3 minutos HEK y 8 minutos HeLa aproximadamente). Se lavó 

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

contenido en un tubo falcon de 15mL. Se centrifugó 5 minutos a 1200g HFF y a 1500g 

HEK y HeLa, se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió 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 colocó en la cámara de Neubauer para contabilizar las células vivas 

(Ecuación 8) y calcular el volumen de células necesario para el ensayo para 10000 

células por pocillo. En una canaleta se colocó el volumen de células (Ecuación 9) y de 

medio calculado (Ecuación 10) y con ayuda de una micropipeta multicanal se colocó 

100uL en cada pocillo en una placa P96 y se dejó a 37°C hasta el día siguiente. Una 

vez que las células se han sembrado, se colocaron los controles: CoCl2, DMSO y 

tratamientos: exosomas, microvesículas y sobrenadante para 5 y 20ug/mL según el 

plan de placa y se incubó a 37°C. Transcurrido el tiempo de ensayo (24 y 48 horas), se 

colocó 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 dejó incubar a 37°C. Se midió la 

absorbancia de las placas con el espectrofotómetro Multiskan GO a 570nm luego de 

24 horas de haber colocado el MTT en cada caso. El porcentaje de viabilidad celular 

se expresó a partir de las absorbancias. 

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

𝑉𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑜 = #𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 × #𝑝𝑜𝑐𝑖𝑙𝑙𝑜𝑠 × 𝑉/𝑝𝑜𝑐𝑖𝑙𝑙𝑜    Ec. 7 

#𝑐𝑒𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 =  
# células

# cuadrantes
×

1

𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑉𝑐𝑎𝑚𝑎𝑟𝑎
×

1

𝐹𝐷
× 𝑉𝑐𝑒𝑙 𝑟𝑒𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎 Ec. 8 

𝑉𝑐𝑒𝑙   =
𝑉𝑐𝑒𝑙 𝑟𝑒𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎𝑠×𝑐𝑒𝑙 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑜

#cel contadas
      Ec. 9 

𝑉𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 = 𝑉𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑜 − 𝑉𝑐𝑒𝑙       Ec. 10 

Figura 8 Determinación de la citotoxicidad mediante MTT 

Determinación de la citotoxicidad mediante MTT 



62 

 

   

 

 

Nota. Elaboración propia en Biorender  

Análisis estadístico 

Los datos del porcentaje de viabilidad obtenidos tras el ensayo MTT se 

expresaron como medias ± SEM y se realizó un ANOVA de tres vías, seguido de 

Duncan post hoc utilizando el paquete de software estadístico InfoStat. Se consideró 

como diferencias significativas valores *p<0,10. 
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Capítulo IV: Resultados   

Caracterización de exosomas 

Aislamiento de exosomas 

Por el método de columna de exclusión de tamaño se recolectaron 18 fracciones de 

500uL cada una. La cantidad de proteínas de las fracciones que contienen exosomas 

aislados mediante columna de exclusión de tamaño (SEC) se obtuvo por 

espectrofotometría a una absorbancia de longitud de onda de 280nm. Las 

concentraciones más altas de proteínas (2,416 – 5,922 ug/uL) pertenecen a naranjilla 

en las fracciones 6-11 y las más bajas (1,109 – 3,051 ug/uL) a tomate de árbol en F6 - 

F12. La uvilla presentó en F6 – F10 concentraciones medias entre 2,250 y 5,123 ug/uL 

(fig. 9).  

Figura 9 Cuantificación de proteínas por espectrofotómetro. A280nm 

Cuantificación de proteínas por espectrofotómetro. A280nm 
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Nota. Concentración de proteínas 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 

Caracterización de exosomas mediante microscopia electrónica de transmisión 

(TEM) 
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 Las imágenes obtenidas mediante TEM de las muestras de exosomas 

purificados por SEC y kit de aislamiento, permitieron identificar a los exosomas como 

pequeñas partículas esféricas alargadas con fondo negro y un borde blanco que indica 

la presencia de una bicapa lipídica. 

Se analizaron 3 imágenes de tomate de árbol, 7 de naranjilla y 5 de uvilla 

obteniendo un rango de diámetro de partícula entre 25-35nm, 32-110 nm y 30-69 nm 

en tomate de árbol, naranjilla y uvilla respectivamente. En las figuras 10D, 11E y12E 

están representados los histogramas de distribución de frecuencia de los tamaños 

para cada fruta. Los exosomas de tomate de árbol representan a los más pequeños 

comparados con el resto de frutas, la mayoría tenían un tamaño de 30nm (fig. 10); 

mientras que en los exosomas de naranjilla la moda fue de 40nm, a excepción de un 

único exosoma que mide 110nm, siendo este el más grande de todas las frutas 

(fig.11). En el caso de la uvilla la mayoría de exosomas tenían un diámetro de 35nm, 

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

Figura 10 Observación de exosomas de tomate de árbol por TEM con tinción 

negativa de acetato de uranilo al 2% a 120kV 

Observación de exosomas de tomate de árbol por TEM con tinción negativa de acetato 

de uranilo al 2% a 120kV 
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 D  
Nota. A – C) Exosomas aislados por SEC. Resolución 200nm. Imágenes analizadas 

en ImageJ D) Histograma de distribución de frecuencia de los tamaños de exosomas 

observados. Realizado en GraphPad 

Figura 11 Observación de exosomas de naranjilla por TEM con tinción negativa 

de acetato de uranilo al 2% a 120kV 

Observación de exosomas de naranjilla por TEM con tinción negativa de acetato de 

uranilo al 2% a 120kV 

   

 E  
Nota. A – C) Exosomas aislados por SEC. Resolución 500nm D) Exosomas aislados 

por kit. Resolución 500nm. Imágenes analizadas en ImageJ D) Histograma de 
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distribución de frecuencia de los tamaños de exosomas observados. Realizado en 

GraphPad 

Figura 12 Observación de  Exosomas de uvilla por TEM con tinción negativa de 

acetato de uranilo al 2% a 120kV 

Observación de  Exosomas de uvilla por TEM con tinción negativa de acetato de 

uranilo al 2% a 120kV. 

   

 E  
Nota. A – C) Exosomas aislados por SEC. Resolución 200nm. D) Exosoma aislado por 

kit. Resolución 500nm. Imágenes analizadas en ImageJ D) Histograma de distribución 

de frecuencia de los tamaños de exosomas observados. Realizado en GraphPad 

Análisis del perfil proteico 

Electroforesis vertical  

Las proteínas extraídas de las muestras de microvesículas y exosomas de 

tomate de árbol, naranjilla y uvilla se separaron con SDS-PAGE y se tiñeron con 

Coomassie Blue para analizar el perfil proteico. Según el resultado de la tinción 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 tamaño 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 árbol aislados por SEC presentan bandas 

similares entre 46 y 95 kDa junto con las microvesículas 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 

Perfil proteico de exosomas aislados por SEC y kit 

A  

B
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C  

D  

Nota. A-D) Geles de poliacrilamida al 10% bajo condiciones desnaturalizantes/ 

reductoras con tinción Coomassie Blue. MV: microvesículas, Exo: exosomas, T: 

tomate de árbol, N: naranjilla, U: uvilla, M: marcador de peso molecular, C: control 

(IgY) 

Figura 14 Análisis densitométrico de los geles de electroforesis 

Análisis 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 ImageLab 

Western Blot (WB) 

La expresión de proteínas exosomales se examinó mediante inmunodetección 

para diferentes marcadores exosomales. Según el tamaño ya conocido de las 

proteínas 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 determinó qué muestras presentaban las proteínas mencionadas mediante el 

análisis de las membranas de PVDF en ImageLab.  

De acuerdo al Western Blot se detectó la presencia de las proteínas CD63 y 

CD81 en los exosomas de tomate de árbol, naranjilla y uvilla aislados por SEC con un 

tamaño de 32-60 kDa y 22-25 kDa respectivamente. La proteína Alix se identificó 

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

Figura 15 Western Blot de exosomas de tomate de árbol, naranjilla y uvilla 

Western Blot de exosomas de tomate de árbol, naranjilla y uvilla 
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A  

B  

C  
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D  

E  

Nota. Detección de A) CD63 B) CD63 C) CD81 D) CD81 y E) Alix en membrana 

PVDF. Exo: exosomas, T: tomate de árbol, N: naranjilla, U: uvilla, M: marcador de 

peso molecular, C: control (IgY). 

Figura 16 Análisis densitométrico de las membranas de Western Blot 

Análisis densitométrico de las membranas de Western Blot 



72 

 

   

 

A  B  

C  D  

E  

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 árbol 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 árbol marcados con CD81. Elaborado en ImageLab 

 Determinación 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), microvesículas (9-12ug/uL) y exosomas (3-6ug/uL) de 

tomate de árbol, naranjilla y uvilla se estudió en tres líneas celulares: HFF, HeLa y 

HEK a 24 y 48 horas con dos repeticiones. Se observa que el CoCl2 y DMSO, usados 

como controles negativos, ciertamente reducen la viabilidad celular, siendo el CoCl2 el 

más efectivo para generar apoptosis de células HEK y HeLa. También analizando 

únicamente las dos concentraciones en todas las líneas celulares se demostró que 

20ug produce menos viabilidad (fig. 17). 

Figura 17  Ensayo de viabilidad celular mediante MTT tras 24 y 48 horas de 

exposición de 5 y 20ug de sobrenadantes, microvesículas y exosomas de tomate 

de árbol, naranjilla y uvilla 

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

20ug de sobrenadantes, microvesículas y exosomas de tomate de árbol, naranjilla y 

uvilla 
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Nota. A) HFF B) HeLa y C) HEK. El color tomate representa tomate de árbol, verde: 

naranjilla y amarillo: uvilla. Control: medio de cultivo con las células correspondientes, 

CoCl2: cloruro de cobalto, DMSO: dimetilsulfóxido, SN: sobrenadante, MV: 

microvesículas, Exo: exosomas. 

El ANOVA muestra que el tratamiento y la concentración por separado son 

significativos con un nivel de confianza del 90%, al igual que el efecto de la interacción 

entre ambos factores, indicando que la cantidad de variación con la que ambos 

elementos contribuyen a la respuesta de viabilidad celular depende tanto del tipo de 

B 

C 
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tratamiento como concentración del mismo; a excepción de los datos obtenidos en las 

células HFF 24h y HEK 48h que muestran que la combinación entre tratamiento y 

concentración no es muy significativa (p=0.2).   

El análisis estadístico de la prueba de Duncan indica que en promedio el 

porcentaje de viabilidad celular de los tratamientos con una letra común 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 concentración; por lo tanto, existen diferencias 

estadísticamente 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 microvesículas de tomate de árbol y de uvilla de 5ug, las 

microvesículas de naranjilla de 5 y 20ug, y los sobrenadantes de uvilla y naranjilla de 

5ug; es decir, no existen diferencias estadísticamente significativas entre estos 

tratamientos, aunque 5ug de las microvesículas de tomate de árbol suponen la mayor 

proliferación (101%) (fig. 18A). Las células HFF proliferan más a las 48 horas cuando 

están expuestos a 5ug de las muestras de naranjilla sean estas sobrenadantes, 

microvesículas o exosomas y también con 5ug de microvesículas de tomate de árbol 

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

En las células HeLa el tratamiento que produce mayor citotoxicidad; es decir 

menor viabilidad celular, a las 24 horas de exposición son los exosomas y 

sobrenadante de tomate de árbol a 20ug, junto con el sobrenadante de naranjilla a 

5ug; contrario a las microvesículas de tomate de árbol 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 proliferación celular de HeLa es 5ug de las 

microvesículas de tomate de árbol (86%), seguido de 20ug del sobrenadante de 

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

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

Las células HEK aumentan su viabilidad celular a las 24 horas cuando están 

bajo la influencia de 5ug o 20ug de sobrenadante de tomate de árbol y 5ug de 

sobrenadante, exosomas o microvesículas 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 

microvesículas de naranjilla y tomate de árbol (5ug), los exosomas de uvilla (5ug), y 

las microvesículas y sobrenadante de naranjilla (20ug) son estadísticamente iguales; 

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

(fig. 18F).  

Figura 18 Comparación de viabilidad celular entre concentraciones de 5 y 20ug 

de sobrenadantes, microvesículas y exosomas de tomate de árbol, naranjilla y 

uvilla 

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

sobrenadantes, microvesículas y exosomas de tomate de árbol, naranjilla y uvilla 

A  
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F  

Nota. A) HFF a 24h B) HFF a 48h C) HeLa a 24h D) HeLa a 48h E) HEK a 24 F) HEK 

a 48h de exposición. 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, según la comparación de Duncan (p< 0,10). 

El color tomate representa tomate de árbol, verde: naranjilla y amarillo: uvilla. SN: 

sobrenadante, MV: microvesículas, Exo: exosomas, T: tomate, N: naranjilla, U: uvilla 

Capítulo V: Discusión  

Caracterización de exosomas 

En los histogramas de distribución de frecuencia de los tamaños de exosomas 

(fig. 10-12) se observó una población homogénea en el tomate de árbol, no así en 

uvilla y naranjilla donde se encontró el exosoma de diámetro superior (110nm). Woith 

& Melzig mencionan que los tamaños de los exosomas derivados de plantas parecen 

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

La metodología SEC no discrimina entre exosomas y microvesículas del mismo 

tamaño (Sidhom et al., 2020), generalmente los procedimientos de aislamiento no 

purifican tipos específicos de vesículas extracelulares (VE) sino que producen mezclas 

complejas (Yáñez-Mó et al., 2015); pero la combinación con otros métodos como el de 

inmunocaptura podrían ayudar a identificar el subtipo de VE. El tamaño y la 

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

enriquecimiento (Yáñez-Mó et al., 2015).  

Aparte se ha visto que la célula modifica la producción 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 árbol a una resolución de 200 y 

500nm, sugiriendo que ciertas plantas más que otras pueden tener mejor rendimiento 

en la producción de exosomas a gran escala. 

En el tomate de árbol no se logró observar ningún exosoma aislado por kit, 

probablemente porque se utilizó un kit de aislamiento para fluidos corporales, debido a 

que no existe aún 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 mamíferos (J. Kim 

et al., 2022). 

La eficiencia del método SEC se consigue a bajas velocidades lineales, por lo 

tanto, una disminución 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 volúmenes de partida para compensar el bajo rendimiento exosomal 

total (Guerreiro et al., 2018). La producción de ARNm y de proteínas de las vesículas 

también se ven afectadas con esta técnica (Buschmann et al., 2018). La columna 

utilizada para la obtención de exosomas por SEC (qEVoriginal, iZON), permite un 

volumen mínimo de 500uL de muestra, con lo que se obtuvieron lecturas de 

concentración de proteínas muy bajas por lo que se utilizó un volumen inicial de 2mL 

del extracto de frutas. La cuantificación de proteínas indica que las concentraciones 

más altas de proteína (ug/uL) se encuentran entre las fracciones 6 y 12, las mismas 

que 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 10 y 11, las 
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fracciones siguientes contienen altos niveles de proteína, pero bajos niveles de 

vesículas (iZON, 2018).  

Análisis del perfil proteico 

Pocsfalvi et al. determinó que los perfiles de SDS de cuatro especies diferentes 

de Citrus fueron parecidos entre sí, pero los patrones de proteínas de microvesículas y 

nanovesículas 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 según el análisis de los geles de la SDS-

PAGE, aunque también compartieron algunas bandas del mismo tamaño con sus 

microvesículas. 

Las bandas débiles indican un bajo contenido de proteína, Zhang et al. 

encontró mediante un ensayo de perfil proteómico por UPLC-MS/MS que exosomas 

derivados de jengibre tenían un bajo contenido de proteína, en su mayoría proteínas 

del citosol, como la actina y enzimas proteolíticas, y otras pocas proteínas de 

membrana (M. Zhang, Viennois, et al., 2016). Las bandas más prominentes 

corresponden a los Exos de uvilla, que concuerda con los resultados de la 

cuantificación de proteínas, pues fueron los exosomas de concentración más alta 

después de los Exos de naranjilla (2-6ug/uL). Las colas de cometa son el resultado de 

la amplia distribución de tamaños de EP, aunque las vesículas más pequeñas quedan 

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

Además, el tamaño de las bandas observadas está 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 proteínas de exosomas a una membrana 

de PVDF y su inmunomarcaje con CD81, CD63 y Alix muestran unas bandas más 
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claras que otras.  Según Yáñez-Mó et al., el perfil proteómico depende de cómo los 

exosomas fueron aislados (Yáñez-Mó et al., 2015). 

Western Blot es una técnica usada comúnmente en el análisis de vesículas 

extracelulares (VE) para demostrar la presencia de proteínas diana que se han 

reportado estar asociadas a VE, adicionalmente proporciona información sobre el 

tamaño de diferentes proteínas (Shao et al., 2018); la cual sirvió para determinar que 

todas las muestras de Exos están enriquecidos con CD63 y CD81. Estas proteínas 

pertenecen a la familia de tetraspaninas, las cuales son altamente expresadas en 

exosomas por participar en la maduración biosintética y el tráfico de membranas (Shao 

et al., 2018). Además, las tetraspaninas no están únicamente expresadas solo en 

exosomas, también se han identificado en cuerpos apoptóticos y microvesículas 

(Crescitelli et al., 2013). 

Por el contrario, para Alix se observó únicamente una sola banda en la muestra 

de Exos de naranjilla. Alix al igual que TSG101, HSC70 y HSP90β son proteínas 

accesorias del complejo ESCRT, el cual interviene en el transporte de cuerpos 

multivesiculares CMV y la formación de exosomas (Morita et al., 2007). Sin embargo, 

se ha demostrado un mecanismo de liberación de exosomas dependiente de la 

enzima esfingomielinasa en células que carecen de ESCRT (Stuffers et al., 2009; 

van Niel et al., 2011), lo cual podría explicar la ausencia de la proteína Alix en la 

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

Entre las proteínas transmembrana CD9, CD63 y CD81 han sido reconocidas 

como posibles marcadores de exosomas derivados de mamíferos (Kowal et al., 2016), 

pero aún no se han identificado marcadores de exosomas derivados de plantas y 

tampoco existe un marcador que pueda únicamente identificar VE (Yáñez-Mó et al., 

2015). A pesar de que nuestros exosomas no son iguales a los exosomas de 

mamíferos, se comprobó por los marcadores expresados que su tamaño y 
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composición son similares, ambos tipos de exosomas comparten algunas proteínas 

incluyendo CD63, CD81 y Alix. 

Determinación de la citotoxicidad 

Los ensayos de exosomas derivados de plantas (EP) sobre otras células 

demuestran su potencial como agentes en procesos de regulación entre especies, 

incluso entre reinos (Regente et al., 2017). Los EP presentan diferentes características 

y compuestos dependiendo del origen celular de los exosomas, asimismo tienen 

distintas vías de señalización y mecanismos de absorción celular (J. Kim et al., 2022). 

Como se observó en el ensayo de MTT los exosomas de tomate de árbol, naranjilla y 

uvilla, incluyendo sus sobrenadantes y microvesículas tienen un comportamiento 

diferente.  

Estudios reportan que la citotoxicidad de los exosomas derivados de plantas es 

baja debido a que son nanopartículas naturales y se originan de células, por lo tanto, 

tienen componentes celulares (You et al., 2021). Comparando únicamente las dos 

concentraciones de 5 y 20ug en todas las líneas celulares se demostró 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 nanovesículas jengibre resultó 

en una baja citotoxicidad con más del 80% de proliferación 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 nanopartículas 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 nanovesículas derivadas de 

limón en concentraciones de 5 y 20ug demostró que estas nanovesículas ejercen un 

actividad antiproliferativa en algunas líneas celulares cancerosas de colon, pulmón 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 concentración y tiempo de 

prueba, no existe una correlación entre estos dos factores. 

El ácido fosfatídico es uno de los fosfolípidos que comprenden las membranas 

exosomales. Este compuesto activa la diana de mamíferos de rapamicina (mTOR) y 

las vías de la proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK) estimulando la 

absorción de nanovesículas derivadas de plantas por células de mamíferos y su 

acción en el crecimiento y la proliferación celular (Liu et al., 2013; X. Wang et al., 

2006); además interviene en la recuperación y varios procesos de salud y 

enfermedades humanas (J. Kim et al., 2022). La concentración de este compuesto 

podría 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 más alta que el 

resto (102.3, 99.5 y 93.2% respectivamente), entendiendo que si existen grandes 

cantidades de ácido fosfatídico hay mayor proliferación celular y viceversa.  

Por otro lado, existe la posibilidad de que en las muestras donde no se 

evidenció cambios en la proliferación respecto al control e incluso una alta toxicidad, 

las VE hayan estado inactivas pues la estabilidad de las partículas también influye, su 

estabilidad química depende de la degradación y disolución de las partículas 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 líneas celulares, varios estudios han reportado la toxicidad de 

sus extractos. Un estudio del extracto de frutas de uvilla mostró una inhibición de las 

células HeLa y una reducción dependiente de la dosis de citocinas proinflamatorias 

incluyendo IL-6, la cual se ha demostrado que estimula la proliferación de tumores y 

promueve angiogénesis, los autores concluyeron que existe una relación entre el 
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contenido de polifenoles, la actividad citotóxica y antioxidante, esta última se debe a la 

presencia de ácido rosmarínico, ácido ursólico, ácido gálico, catequina y galato de 

epicatequina (Mier-Giraldo et al., 2017). De igual forma, el 4β-hidroxiwitanolido E 

induce la producción de ROS y el daño del ADN en las células de cáncer de mama 

(Peng et al., 2016), mismo efecto que podría tener en las células HeLa. En otro estudio 

los extractos de brotes y hojas de uvilla no poseen un efecto citotóxico sobre las 

células HeLa a concentraciones bajas, pero un IC50 de 100μg/mL indujo apoptosis al 

alterar la expresión del ARNm de genes antiapoptóticos de la familia de genes Bcl-2 

que regulan la apoptosis en HeLa (Çakir et al., 2014). Se observó que la misma línea 

celular tenía 66% de viabilidad a las 24 horas con 20ug de Exos de uvilla, mientras 

que con el resto de muestras se mantuvo entre 80 y 100%. A las 48 horas se 

evidenció mayor disminución 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 proliferación 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 quizá proliferativa de células normales está relacionada a la 

inhibición de la producción de NO y el bloqueo del factor de transcripción NF-kB de 

células transfectadas (HEK 293/NF-κB-Luc) en exposición a compuestos del cáliz de 

uvilla, entre ellos 4β-hidroxiwithanólido E, witaperuvina C y fisalactona (Sang-Ngern 

et al., 2016).   

Witanólidos e ixocaroalactonas aislados de Physalis philadelphica, especie 

relacionada con la uvilla, mostraron citotoxicidad contra líneas celulares de cáncer 

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 expresión génica, proliferación 

celular, señalización celular, diferenciación de células inmunitarias, regulación de 

reacciones inflamatorias, captación de radicales libres (Edreva, s. f.), reparación tisular 

(Larqué et al., 2007), respuesta al estrés, inhibición de la oxidación lipídica 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 proliferación celular. 

Las muestras de naranjilla tenían un rango de viabilidad celular en HFF de 44-100%, 

en HEK a 24 horas de 30.4-77.5%, a excepción de SN de 20ug que llegó al 17.9%, a 

las 48 horas el menor porcentaje fue de 72.7% con 20ug de Exos, incluso la viabilidad 

aumentó hasta 111.8% con 5ug de SN. 

Por sus características antiproliferativa y antioxidante de la naranjilla que le 

confieren los fenoles, carotenoides y ácido ascórbico (Gancel et al., 2008), se 

esperaba ver en HeLa una disminución de células, lo cual se cumplió a las 24 horas de 

exposición para el SN de 5ug (7.71%) y Exos de 20ug (25.2%); sin embargo, en las 

MV de 5ug se identificó el efecto contrario, la viabilidad incrementó en 127%. A las 48 

horas la menor inhibición se obtuvo con las MV de 20ug que redujeron las células casi 

a la mitad (52%).  

El β-caroteno del tomate de árbol inhibe los radicales libres que pueden dañar 

las células humanas y ADN y tiene efectos de protección contra la apoptosis (Burri 

et al., 2011). El porcentaje de proliferación para HFF fue de 55-102% en 24 horas y a 

48 horas disminuyó 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 árbol y de 103.7% a las 

48 horas con 5ug de MV; mientras que en el mismo tiempo de ensayo el porcentaje 

más bajo de 21.8% se consiguió con 20ug de SN. En HeLa también se vio un efecto 

positivo sobre la proliferación con 5ug de las MV, el cual fue de 123.7% en 24 horas y 

del 86% para 48 horas; aunque aquí 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 ácido clorogénico, rutina y antocianinas (T. Diep et al., 2020). 

Burri et al midieron el índice relativo antioxidante (RACI) e índice global 

antioxidante (GAS) y basándose en esos valores reportaron que la naranjilla tiene el 

mayor potencial antioxidante sobre el tomate de árbol y uvilla, además mencionaron 

que hay una correlación entre el poder férrico (FRAP) y el contenido de fenoles (Burri 

et al., 2011). 

La actividad antioxidante de los compuestos bioactivos de plantas depende de 

su estructura y concentración, 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 

experimentación 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 naranjilla, según 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 árbol (Cuesta et al., 2013). 

Por lo tanto, nuestros resultados mostraron, de acuerdo a la hipótesis 

planteada, que es posible aislar mediante columna de exclusión de tamaño una 

población de exosomas de tomate árbol, naranjilla y uvilla con  morfología y tamaño 

similar, que muestran la presencia de las proteínas Alix, CD81 y CD63, además de 

que juegan un papel importante  en la proliferación de líneas celulares humanas.  
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Capítulo VI: Conclusiones y recomendaciones 

Conclusiones 

1. La técnica de cromatografía de exclusión de tamaño permite aislar exosomas 

enriquecidos entre las fracciones 6 y 12 con concentraciones y tamaños de 2-

6ug/uL y 32-110nm para naranjilla, 1-3ug/uL y 25-35nm para tomate de árbol, 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 composición las proteínas CD63 (32-60 kDa) y CD81 (22-25 kDa). 

En los exosomas de naranjilla también se identificó la proteína Alix (90kDa). 

3. El nivel de citotoxicidad que muestran los exosomas, microvesículas y 

sobrenadantes de las tres frutas es independiente del tipo de célula y la planta de 

origen, aunque las tres líneas celulares (HFF, HEK y HeLa) tienen mayor viabilidad 

cuando están expuestas a 5ug de los tratamientos que a concentraciones de 20ug. 

Las diferencias en la capacidad antioxidante están relacionadas con el contenido 

fenólico y su composición química.  

Recomendaciones  

1. Combinar el método SEC con otros métodos de aislamiento como 

ultrafiltración, ultracentrifugación 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. 

Además de hacer un análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA) para 

obtener información del tamaño y concentración de los exosomas. 

2. Para conocer la composición de los exosomas se recomienda hacer ensayos 

del perfil proteómico y lipídico con espectrometría de masas e identificar 

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

establecer posibles marcadores exosomales de plantas.  

3. Evaluar la capacidad antioxidante de los exosomas en modelos in vivo 

mediante ensayos ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico)), 

FRAP (poder antioxidante reductor de iones férricos), DPPH (2,2-difenil-1-picril-

hidrazilo-hidrato) y ORAC (capacidad de absorción de radicales de oxígeno), y 

estudiar la capacidad de absorción celular de los exosomas mediante 

microscopía de fluorescencia.  
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