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Resumen

Los exosomas son vesiculas extracelulares, de tamafios nanométrico y morfologia esferoide
con presencia de bicapa, estudiados recientemente como posibles portadores de farmacos
para terapias génicas dirigidos y otras aplicaciones en el campo de la Nanomedicina. Es
posible el aislamiento de exosomas a partir de cualquier célula viva; sin embargo, la
mayoria de investigaciones hasta el momento se han enfocado en exosomas de células
provenientes de biofluidos de mamiferos. Los exosomas aislados de especies vegetales
han demostrado un gran potencial para el tratamiento de ciertas afecciones, este potencial
mediado por los componentes bioactivos inocuos propios de la célula vegetal de origen. Los
exosomas de plantas son capaces de transportar en su interior el contenido de compuestos
presentes en las células de las cuales provienen, por ejemplo polifenoles, involucrados en
prevencion del dafio por radicales libres y potentes antioxidantes; y actividad
antiproliferativa sobre lineas tumorales. Ecuador posee especies vegetales con propiedades
aun por describir; frutos andinos como el capuli y mortifio poseen actividad antioxidante,
antibacteriana, antiproliferativa sobre células tumorales, entre otras, que actualmente son
escasamente aprovechadas. Esta investigacion pretende el aislamiento y la caracterizacion
de exosomas derivados de mortifio y capuli; ademas, evaluar el efecto biol6gico de estos

exosomas sobre lineas celulares sanas y tumorales.

Palabras claves: exosomas, capuli, mortifio, TEM, citotoxicidad
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Abstract

Exosomes are extracellular vesicles, of nanometric size and spheroid morphology with
bilayer presence, recently studied as potential drug carriers for targeted gene therapies and
other applications in the field of Nanomedicine. Isolation of exosomes from any living cell is
possible; however, most research to date has focused on exosomes from mammalian
biofluidic cells. Exosomes isolated from plant species have shown great potential for the
treatment of certain conditions, this potential being mediated by the innocuous bioactive
components of the plant cell of origin. Plant exosomes are capable of transporting in their
interior the content of compounds present in the cells from which they originate, for example
polyphenols, involved in the prevention of free radical damage and potent antioxidants; and
antiproliferative activity on tumor lines. Ecuador has plant species with properties yet to be
described. Andean fruits such as black cherry (capuli) and andean berry (mortifio) have
antioxidant, antibacterial, and antiproliferative activity on tumor cells, among others, which
are currently scarcely exploited. This research aims to isolate and characterize exosomes
derived from mortifio and capuli and to evaluate the biological effect of these exosomes on

healthy and tumor cell lines.

Keywords: exosomes, black cherry, andean berry, TEM, cytotoxicity
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Capitulo 1. Introduccion

Antecedentes

Mortifio, uva de los andes, uva de monte o arandano andino (Vaccinium meridionale)
es una especie originaria de los Andes tropicales de Ecuador, Colombia y Peru. Crece entre
los 3000 y 4500 msnm en suelos frios, escasos de nutrientes, himedos, poco profundos y
acidos (Lilivisaca et al., 2022). Su fruto es de tipo globoso de 5 a 10 mm de didmetro y toma
una coloracion purpura en su estado maduro (Zapata et al., 2019). Ha sido empleado
durante afos por las comunidades andinas como parte de su alimentacion, medicina
tradicional, colorante natural, lefia y ornamentacién. Sin embargo, este fruto ha sido
catalogado como un potencial alimento funcional por su composicién rica en compuestos

fendlicos y antocianinas que contribuyen a su potencial antioxidante (Gaviria et al., 2009).

Capuli (Prunus salicifolia) es una especie que se desarrolla en el callejon interandino
de los Andes del Ecuador. Es rica en nutrientes y antioxidantes, ha sido empleada en la
alimentacion y medicina tradicional de los pobladores de las comunidades locales. Se ha
descrito la presencia de antocianinas y polifenoles en el extracto de este fruto lo que
confiere una elevada actividad antioxidante (73,47%) y propiedades antimicrobianas (contra
bacterias como Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus aureus y algunas levaduras) (Jiménez et al., 2011). Escribano y
colaboradores (2004), reportan que la actividad antioxidante esta estrechamente

relacionada con la actividad antimicrobiana y su actividad biolégica.

Los exosomas son estructuras nanométricas, secretadas por las células animales y
vegetales y células fungicas, estan directamente involucrados en la comunicacion inter e
intracelular. Se han identificado numerosas aplicaciones de exosomas como biomarcadores
de diagndstico y agentes terapéuticos, -entre otras (Kumar et al., 2018). Se han identificado
y reportado la presencia de nanovesiculas de tipo exosoma en mamiferos, hongos (Liu et

al., 2020), plantas (Iravani et al., 2019) y frutas (Pérez et al., 2017). Por otro lado, estudios
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previos en modelos animales sefialan que los fenoles ejercen un papel protector contra el

estrés oxidativo y los dafios generados por radicales libres. De Robertis y colaboradores
(2020), reportan que exosomas obtenidos de bayas pertenecientes a los géneros Vaccinium
y Prunus (Luna et al., 2013) pueden ser candidatos como portadores terapéuticos de
compuestos bioactivos para proteger el sistema vascular frente a factores de estrés; este
beneficio atribuido en gran medida a la elevada capacidad antioxidante de los polifenoles
presentes en los frutos tipo baya de las especies pertenecientes a estos géneros.
Adicionalmente, Maldonado et al., (2014), confirman la capacidad antioxidante del extracto
de mortifio, ademés de describir actividad citotoxica e inhibitoria contra células tumorales de
adenocarcinoma de colon. Estudios enfocados en los efectos proliferativos y proapoptéticos
del extracto de mortifio, evidencian un mecanismo de accion de apoptosis inducida por el
extracto sobre células de adenocarcinoma de colon humano; ademas, se reporta una
relacion directa entre la muerte celular y aumento de ROS intracelulares que justifican la
actividad antiproliferativa mediada por Vaccinium meridionale en esta linea tumoral
(Agudelo et al., 2017). Estudios enfocados en sobrepeso y obesidad determinaron el efecto
del consumo de mortifio osmodeshidratado en biomarcadores proinflamatorios: TNF-a
(factor de necrosis tumoral, citoquina proinflamatoria), IL-6 (interleucina-6, estimuladora de
proteinas en fase aguda), IL-1B (interleucina-1- 8, citoquina proinflamatoria); se evidencié
una disminucién de estos biomarcadores y estimulacion de la adiponectica (adipocitocina,
estimulante de la oxidacion de acidos grasos), adicionalmente se observo una mejora en la

capacidad antioxidante sérica en adultos con sobrepeso y obesidad (Gallego et al., 2021).

Justificacion

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas y radicales libres derivados
del oxigeno (Banerjee et al, 2017). Pueden ser de origen exdégeno debido a la exposicion
por ejemplo a radiaciones o contaminantes del entorno; o pueden ser endégenos, como
resultado del propio metabolismo celular (Bodega et al., 2019). La produccion y eliminacion

de ROS es equilibrado en condiciones normales, no obstante, al desencadenarse un estrés



19
oxidativo se genera un desequilibrio debido al aumento de ROS (Sies, 2018). De manera

general, la elevada producciéon de ROS est4 directamente relacionada con el envejecimiento
celular (Davalli et al., 2016); sin embargo, estudios recientes han asociado una
sobreproduccién de ROS a condiciones de estrés y se ha demostrado que es agente causal
de patologias de diferente indole como trastornos neurodegenerativos (Kim et al., 2015; Liu
et al., 2017), enfermedades cardiovasculares (Sugamura et al., 2011; Panth et al., 2016) y

carcinogénesis (Liou et al., 2011).

Los polifenoles naturales son los antioxidantes més abundantes en la dieta humana,
y sus actividades de captaciéon de radicales estan relacionadas con la sustitucion de grupos
hidroxilo en los anillos aromaticos de los compuestos fendlicos (Rokayya et al., 2013). La
variedad de plantas, la regién geografica, la temporada de crecimiento y el almacenamiento
pueden influir en las concentraciones de polifenoles en los alimentos (Hyson et al., 2011).
Los polifenoles de la dieta se pueden clasificar en cinco clases: flavonoides, acidos
fendlicos, estilbenos, taninos y cumarinas. Los flavonoides se pueden clasificar ademas
como flavonoles, flavonas, flavanoles, flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides (Yang et
al., 2009). El contenido fendlico total y la actividad antioxidante total en extractos
fitoquimicos de diferentes frutas pueden tener una relacién directa. Por su parte, Lujany
colaboradores (2020), afirman que los compuestos antioxidantes presentes en el fruto de

ciertas especies vegetales, retardan la oxidacién de ROS en el cuerpo humano.

La sobreproduccion de oxidantes como especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
en el cuerpo humano genera dafios oxidativos en biomoléculas como lipidos, ADN y
proteinas, desencadenando un desequilibrio. Se ha reportado que el consumo de
fitoquimicos antioxidantes, como compuestos fendlicos, disminuye la produccion de estas
especies reactivas (Zhang et al., 2015). Los fitoquimicos antioxidantes estan ampliamente
distribuidos en muchos alimentos y plantas medicinales; y juegan un papel importante en la

prevencion y el tratamiento de enfermedades crénicas causadas por el estrés oxidativo.
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Polifenoles y carotenoides son los principales fitoquimicos antioxidantes que contribuyen a

la capacidad antioxidante de las plantas. Frutos como el capuli, mortifio, ardndano, ciruela
entre otros son ricos en fitoquimicos antioxidantes (Manganaris et al., 2013). Las frutas con

contenidos fendlicos totales mas altos, poseen una actividad antioxidante mas fuerte.

Especies vegetales tienen la capacidad de producir vesiculas extracelulares como
exosomas y microvesiculas que encapsulan componentes naturales de la especie donde se
originan por ejemplo polifenoles (Soleti et al., 2018). Ademas, la biocompatibilidad y
estructura de tamafio nanométrico de los exosomas, los hacen posibles candidatos para

aplicaciones terapéuticas como portadores de farmacos.

Esta investigacion pretende aislar y caracterizar exosomas derivados de mortifio y
capuli; ademas, evaluar el efecto biol6gico de estos exosomas sobre lineas celulares sanas

y tumorales.

Objetivos
Objetivo general
Obtener exosomas a partir de capuli (Prunus salicifolia Kunth, Rosaceae) y mortifio

(Vaccinium meridionale Sw., Ericaceae).

Objetivos especificos
1. Caracterizar exosomas de dos frutos andinos mediante microscopia electrénica
2. Analizar el perfil proteico de exosomas de dos frutos andinos mediante electroforesis
vertical.
3. Determinar la citotoxicidad de exosomas de dos frutos andinos mediante ensayo
colorimétrico con Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoilo (MTT).
Hipotesis
Prunus salicifolia Kunth, Rosacea (capuli) y Vaccinium meridionale Sw., Ericaceae (mortifio)

secretan exosomas con actividad antioxidante.
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Capitulo 2. Revisién bibliografica

Capuli (Prunus salicifolia)

Prunus salicifolia Kunth (figura 1) perteneciente a la familia Rosacea, es una especie
introducida en el Ecuador desde Norteamérica, comunmente conocida como capuli, habita a
lo largo del callejon interandino desde la provincia del Carchi hasta Loja a 2500 msnm
(Moncayo, 2017). Es un arbol con follaje frondoso y tolerante a la sequia y suelos pobres,
alcanzando los 15 m de altura; sus hojas son ovaladas y brillantes de aproximadamente 18
cm de largo (Guzman et al., 2020). Los frutos globosos tipo baya de coloracion rojo -
negruzco de esta especie (8 - 20 mm de diametro) son ricos en antioxidantes y su
composicion refleja un alto contenido de compuestos fendlicos como flavonoides y taninos
(Mendoza et al., 2017); incluso superiores a los presentes en fresas y ciruelas (Vasco et al.,
2009). Evaluaciones del valor nutracéutico del fruto sefialaron que sus principales
compuestos vasodilatadores son el acido ursdlico y el uvaol (Luna et al., 2016) y el acido a-
eleostearico presente en la semilla inhibe la proliferacion de células cancerigenas
(Aguerrebere et al., 2011). Hernandez y colaboradores (2018), sefialan que la capacidad
antioxidante de los frutos se relaciona con el contenido de flavonoides totales y antocianinas
gue aumentan cuando el fruto alcanza su color parpura caracteristico de maduracién y

Optimo para su consumo.

Figura 1.
Prunus spp. (capuli)

Nota: A) Hojas ovaladas. B) Inflorescencias. C) Fruto tipo baya.
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Taxonomia de Prunus salicifolia

Prunus salicifolia es cominmente conocida en Ecuador como capuli aunque varia
segun la zona geogréfica, derivAndose asi denominaciones como ussun (en kichwa),
yasaanshipijcha (chaapalachi) o piyoculi (en ts&chila) (Tamayo et al., 2022). En Colombia es
conocido como cerezo criollo, guinda en Peru, capulin en México y black cherry o capulin
cherry en zonas estadounidenses. Independientemente del nombre local que cada zona le
da a esta especie, la taxonomia es Unica y se encuentra detallada a continuacién en la tabla

1:

Tabla 1.

Taxonomia del capuli

Informacién Taxondémica

Reino Plantae

Division Tracheophyta
Orden Rosales

Familia Rosaceae

Geénero Prunus

Especie P. salicifolia Kunth

(Jorgensen, 2013)

Produccion del capuli en el Ecuador

En Ecuador se pueden distinguir dos variedades durante la produccion de capuli:
coral y negro (figura 2). Independientemente de la variedad, el capuli se desarrolla en las
zonas secas andinas de la Serrania ecuatoriana de manera silvestre, donde es recolectado
rusticamente por familias locales, durante 3 a 4 meses de produccidn, que comercializan
este fruto para su subsistencia (Carrasco et al., 2022). Sin embargo, existen plantas
establecidas dedicadas a la produccion masiva de este fruto en Guano en la provincia de
Chimborazo, Nagsiche ubicado en Cotopaxi y en la provincia de Tungurahua laboran tres

plantas en las zonas de Tamboloma, Quero y Salasaca. Otras plantas pequefas se han
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implementado recientemente en cantones de Azuay y Pichincha (Flores, 2008). La

capacidad de produccion de capulies es directamente proporcional al volumen y tamafio del
arbol; asi, mientras mas racimos posea, mayor seran las drupas por cada racimo (Deckers
et al., 2008). Carrasco y colaboradores (2022), sefialan que en Ecuador el capuli es una
especie de interés comercial por las caracteristicas y propiedades de su fruto. En este
sentido, la produccién y comercializacion del capuli consta de cinco etapas: cosecha del
fruto, seleccién, almacenamiento, distribucién y transporte a otras provincias. Este proceso
implica ingresos econdémicos por la venta de capuli a productores, en la tabla 2 se detalla
brevemente los costos del balde de capuli en las provincias con mayor produccion

(Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo).

Figura 2.

Variedades de capuli producidas en Ecuador

Nota: Variedades de capuli producidas en Tungurahua — Ecuador A) coral y B) negro
(Tamayo et al., 2022)

Composicion

Tabla 2.

Composicién del fruto de capuli

Parametro Valor Unidades Referencia

Proteina 2,10 0/100 g Luna et al., 2013
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Parametro Valor Unidades Referencia
Carbohidratos 12,23 g/100 g Luna et al., 2013
Grasas totales 3,58 g/100 g Luna et al., 2013

Agua 75 % Jiménez et al., 2011
Fibra 60 % Santacruz, 2011
pH 3.96 N/A Jiménez et al., 2011
Hierro 9,49 mg/100 g Garcia et al. 2015
Sodio 22,40 mg/100 g Luna et al., 2013
Potasio 813, 22 mg/100 g Garcia et al. 2015
Calcio 12,90 mg/100 g Luna et al., 2013
Magnesio 249,15 mg/100 g Garcia et al. 2015
Zinc 3,40 mg/100 g Garcia et al. 2015
Polifenoles totales 1732 +43.40 mg GAE/100 g Jiménez et al., 2011
Fenoles totales 362,2 mg GAE/g Hernandez et al., 2018
Luna et al., 2013
Antocianinas totales 10,71 mg/100 g Jiménez et al., 2011
Proantocianidinas 3,247 % Hernandez et al., 2018
Flavonoides totales 16,56 mg EC/g Hernandez et al., 2018
Vitamina C 18 mg/100 g Antolovich, 2002
Riboflavina 0,04 mg/100 g Calero, 2011
Tiamina 0,04 mg/100 g Calero, 2011
Niacina 1,10 mg/100 g Calero, 2011

*GAE = Equivalente de &cido galico; TAEqQ = Equivalente de &cido tanico; EC: Equivalentes

de catequina
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Actividad bioldgica

Los frutos de Prunus spp., son considerados como potencial fuente de antioxidantes
por su composicion rica componentes fitoquimicos antioxidantes. La capacidad natural
antioxidante de estos frutos esté relacionada directamente con el contenido de flavonoides
totales y fenoles; siendo esta capacidad mucho mayor cuando el fruto no ha tomado su
tonalidad purpura caracteristica (Hernandez et al., 2019). Se ha reportado que el consumo
de antioxidantes fitoquimicos naturales como los presentes en el capuli, es inversamente
proporcional a la aparicién de enfermedades ocasionadas por el estrés oxidativo (Zhang et
al., 2015). Se ha evaluado el efecto de los compuestos bioactivos como antocianinas,
vitamina C y B—caroteno presentes en el fruto y la propiedad antioxidante del extracto crudo
sobre la produccién de ROS y se evidencio una actividad reductora y depuradora de
radicales libres (Alvarez et al., 2017). Por otro lado, se report6 que fenoles,
proantocianidinas y antocianinas presentes en Prunus avium y Prunus serotina suprimieron
el crecimiento tumoral de xenoinjertos de células de cancer de mama MDA-MB-453 y
células de adenocarcinoma colorrectal humano respectivamente, esto mediado por la
induccion de apoptosis; no se evidencio signos de toxicidad en tejido sano (Noratto et al.,

2020).

Mortifio (Vaccinium meridionale)

Vaccinium meridionale Swartz (figura 3) perteneciente a la familia Ericaceae, se
conoce en el Ecuador como mortifio o arandano andino; es un arbusto silvestre endémico
de la zona tropical andina de Ecuador, Pert y Colombia (Coba et al., 2012). Esta especie
crece en temperaturas entre 3y 17°C, y aproximadamente a 4000 msnm; este arbusto
ramificado crece sobre superficies rocosas y alcanza aproximadamente los 2,5 m de altura
(Medina et al., 2019). Sus hojas poseen nervadura pinada y posee flores pequefias
blanquecinas de aproximadamente 1cm de largo (Meléndez et al., 2021). Posee frutos tipo
baya color purpura — azul (5 - 8 mm de diametro) en cuyo interior poseen entre 15y 60

semillas de alrededor de 0,84 mm; a estos se les atribuyen un alto contenido de &cidos
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fendlicos, cumarinas, taninos hidrolizables, carotenoides, proantocianidinas, flavonoides,

antocianinas, quercetina, miricetina, acidos hidroxicinAmicos (clorogénico, neoclorogénico y
derivados del acido cafeico/ferulico), fibra, azicares y antioxidantes (Vasco et al., 2009;
Alarcén et al., 2018). Las antocianinas representan hasta el 67% de sus compuestos
fendlicos totales, siendo la delfinidina-3-arabinosa y la cianidina-3-arabinosa las

antocianinas mas abundantes en el mortifio (Vasco et al., 2009; Schreckinger et al., 2010).

Figura 3.

Vaccinium meridionale (mortifio)

Nota: A) Hojas con nervadura pinada. B) Inflorescencias. C) Maduracion del fruto.
(Pefa et al., 2020).

Taxonomia de Vaccinium meridionale

Vaccinium meridionale comunmente conocido en Ecuador como mortifio, recibe
otras denominaciones dependiendo de la zona donde se desarrolle, asi toma el nombre de
arandano agraz, arandano andino, uva de monte, uva de los Andes, andean berry, entre
otros. Independientemente de la denominacion local que cada zona le otorgue a esta

especie, la taxonomia es Unica y se encuentra detallada a continuacion en la tabla 3:
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Tabla 3.

Taxonomia del mortifio

Informacién Taxonémica

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Ericaceae
Género Vaccinium

Especie V. meridionale Swartz

(Ligarreto et al., 2011; Meléndez et al., 2021)

Produccion del mortifio en el Ecuador

Lilivisaca y colaboradores (2018), sefialan que existe una variabilidad en la
composicion y genotipo de especies del género Vaccinium influenciada por factores
climaticos y geograficos. En este contexto, se ha observado que los niveles de polifenoles y
otros compuestos bioactivos varian significativamente dependiendo de la ubicacion
geografica, altitud y temperatura donde se desarrollan los arbustos de mortifio. En Ecuador
se producen las especies V. meridionale, V. floribundum y V. creatum (Coba et al., 2012); se
consigue una Unica cosecha al afio entre octubre y noviembre. Al ser un fruto del paramo
ecuatoriano, es posible conseguirlo en comunidades de Imbabura, Pichincha y Cotopaxi;
donde los pobladores locales recolectan los frutos rusticamente en canastas y los
comercializan en mercados populares. Hasta el momento no se conoce de establecimiento

dedicados al cultivo de esta especie con fines comerciales (Mufioz, 2004).



Composicion

Tabla 4.

Composicién del fruto de mortifio
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Parametro Valor Unidades Referencia
Proteina 0.6-0.7 g/100 g Coba et al., 2012
Carbohidratos 145-18.1 g/100 g Lilivisaca et al., 2022
Grasas totales 06-1 g/100 g Lilivisaca et al., 2022
Calorias 84 -75 kcal/100 g Lilivisaca et al., 2022
Agua 80 % Lilivisaca et al., 2022
Fibra 76+272 % Garzon et al., 2014
pH 3.8 N/A Lilivisaca et al., 2022
Hierro 0.64+0.2 mg/100 g Vasco et al., 2009
Potasio 607 £ 73 mg/100 g Vasco et al., 2009
Calcio 17.0+£2.3 mg/100 g Vasco et al., 2009
Magnesio 102+1.1 mg/100 g Vasco et al., 2009
Cobre 0.12 £0.02 mg/100 g Vasco et al., 2009
Zinc 0.13+0.02 mg/100 g Vasco et al., 2009
Polifenoles totales 107.4 £ 6.7 mg GAE/100 g Lilivisaca et al., 2018
Fenoles totales 608.05 - 882 mg GAE/100 g Ligarreto, 2011
Garzén et al., 2014
Antocianinas totales 1095.4 + 19.2 mg/100 g Lilivisaca et al., 2018
Proantocianidinas 46+0.3 % Schreckinger et al., 2010
Flavonoides totales 6.5+£0.7 mg EC/g Alarcon et al., 2018
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Parametro Valor Unidades Referencia
Flavonoles totales 41.6 £10.2 mg/100 g Prencipe et al., 2014
Taninos totales 4.2+0.8 mg TAEqg/g Alarcén et al., 2018

Vitamina C 459+ 6.7 mg/100 g Alarcén et al., 2018
[3-carotenos 706 £2.0 Mg/100 g Alarcon et al., 2018
Tiamina 0,05 mg/100 g USDA, 2010
Luteina 866.6 + 7.5 Mg/100 g Alarcén et al., 2018
Acido 15+0,5 N/A Prencipe et al., 2014
neoclorogénico
Acido clorogénico 95+29 N/A Prencipe et al., 2014
Acido pantoténico 0.09 mg/100 g USDA, 2010

*GAE = Equivalente de acido galico; TAEq = equivalente de acido tanico

Actividad biol6gica

Al mortifio se le atribuyen principalmente propiedades antioxidantes. Su capacidad

antioxidante tiene el potencial de proteger a las células humanas contra el estrés oxidativo

(Alarcon et al., 2018). Los polifenoles naturales son los antioxidantes mas abundantes en la

dieta humanay su capacidad de captacion de radicales esta relacionadas con la sustitucion

de grupos hidroxilo en los anillos aroméaticos de los compuestos fendélicos (Quifiones et al.,

2012). Se evalud la citotoxicidad de extractos crudos de hojas de especies de género

Vaccinium sobre el metabolismo y proliferacién de queratinocitos y fibroblastos a nivel in

vitro; asi, se evidencid que los extractos muestran una capacidad significativa para eliminar

los radicales libres productos del metabolismo propio de las células al ser sometidas a

estrés (Ziemlewska et al., 2021). En este contexto, se ha reportado que las antocianinas

presentes en las hojas y frutos inhiben en gran medida el impacto negativo de la radiacion

solar sobre los fibroblastos humanos, retardando asi el fotoenvejecimiento de la piel (Finkel
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et al., 2000; Bae et al., 2007). En otra linea de investigacion, se reporté actividad

antioxidante y antiproliferativa del extracto crudo de mortifio sobre células de
adenocarcinoma de colén humano (Arango et al., 2021). Se atribuye esta actividad
antiproliferativa del mortifio contra este tipo de células tumorales a mecanismos apoptéticos
estimulados por Vaccinium meridionale (Agudelo et al., 2017). Por otro lado, se evaludé los
efectos antioxidantes de los frutos de Vaccinium myrtillus en isquemia — reperfusion
(condicién inflamatoria que activa leucocitos y ROS, y conduce al dafio de DNA); se observo
una supresion significativa de la lesion por estrés oxidativo causado por la isquemia —
reperfusion (Jakesevic et al., 2011). Estudios enfocados en el sindrome metabdlico
(condicion caracterizada aumento del estrés oxidativo y estado proinflamatorio) asociado a
una mayor propension de diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares en mujeres;
demostraron que el consumo de mortifio esta asociado a una reduccion significativa en los
niveles de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (2-OHdG), un marcador de dafio en el DNA
(Espinosa et al., 2018). En la misma linea de investigacion, Marin y colaboradores (2021),
evaluaron el efecto del consumo de una dosis diaria de mortifio fresco (200 g) sobre
marcadores de estrés oxidativo y antioxidante en mujeres con sindrome metabdlico; se
evidencié una reduccién significativa de estos marcadores (Marin et al., 2021). Por otro
lado, investigaciones de toxicidad del extracto liofilizado de mortifio en peces cebra,
reportan una viabilidad del 100% de los huevecillos de este modelo animal; esto sugiere que
el mortifio es no es toxico y podria considerarse un ingrediente natural seguro para el

desarrollo de alimentos nutracéutico o farmacos (Baenas et al., 2020).

Exosomas

Las vesiculas extracelulares son heterogéneas de tamafios nanométricos en cuyo
interior transportan metabolitos, lipidos, proteinas, RNA, miRNA, mRNA y DNA (Lépez et
al., 2013; Perut et al., 2021). Acorde a su sitio de origen, tamafio, expresion de marcadores,
se han descrito principalmente tres tipos de vesiculas extracelulares: cuerpos apoptoticos,

microvesiculas y exosomas (figura 4) (Sidhom et al., 2020). Los cuerpos apoptéticos
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resultan de la formacion de ampollas en una membrana celular apoptética, el tamafio de

este tipo de vesiculas extracelulares oscila entre 500 a 5000 nm; las microvesiculas son
liberadas tras un proceso de gemacion externa de la membrana plasmatica, su tamafio esta
entre 100 a 1000 nm; finalmente, los exosomas se forman cuando cuerpos multivesiculares
se fusionan con la membrana plasmatica y liberan vesiculas intraluminales de 30 a 150 nm

(Lee et al., 2012; Battistelli et al., 2020).

Figura 4.

Esquema de vesiculas extracelulares
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Nota: Representacion esquematica de vesicula extracelulares: exosomas, microvesiculas y

cuerpos apoptéticos (Guranathan et al., 2019).

Los exosomas son vesiculas extracelulares de dimensiones nanométricas, de 30 a
150 nm de diametro, liberados tras la fusién de cuerpos multivesiculares con la membrana
plasmatica (Zhang et al., 2019). Los primeros exosomas fueron descritos por primera vez en
1983, se describieron inicialmente como vesiculas endosomales en cuyo interior
transportaban receptores de transferrina secretados a partir de reticulocitos en proceso de
maduracién (Harding et al., 1983; Pan et al., 1983). Son un vehiculo de comunicacion
intercelular libre de células; estudios recientes los han descrito como vehiculos funcionales
transportadores de proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Simpson et al., 2014). Asi, las
capacidades de transporte y comunicacion intercelular, les permite participar en varios
procesos celulares como la respuesta inmune, presentacion de antigenos y transduccion de

sefales (Gangoda et al., 2015; Greening et al., 2015; Mittelbrunn et al., 2011). En este
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sentido, los cargamentos biolégicamente activos de los exosomas, pueden ofrecer variedad

de prondsticos en enfermedades de tipo cardiovascular, renal, neurodegenerativas,
enfermedades metabdlicas lipidicas, incluso inflamaciones cronicas y tumores (Gonzales et
al., 2014; Howitt et al., 2016; Kishore et al., 2016; Lasser et al., 2016; Record et al., 2014;

Salem et al., 2016).
Biogénesis

Los exosomas, un subtipo de vesiculas extracelulares (EV), son liberados por la fusion
de cuerpos multivesiculares (MVB) con la membrana plasmatica de la célula (Sidhom et al.,
2020). Se forman por exocitosis de cuerpos multivesiculares (MVB) que liberan vesiculas

intraluminales al fusionarse con la membrana plasmética (Perut et al., 2021).

Figura 5

Biogénesis de exosomas
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Nota: Biogénesis de exosomas (Guranathan et al., 2019)

Guranathan y colaboradores (2019), describen tres etapas de biogénesis: formacién

de vesiculas endociticas por invaginacién de la membrana plasmatica, formacién de MVB
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con la membrana y liberacion del contenido vesicular, exosoma (figura 5). La biogénesis de

estas vesiculas intraluminales se produce a través de los complejos de clasificacion
endosomal requeridos para el transporte (ESCRT) o un sistema basado en el receptor de la
proteina de unién (SNARE) del factor sensible a la N-etilmaleimida (NSF) soluble. En la
endocitosis, se forman vesiculas endociticas en la membrana plasmatica y se fusionan para
formar endosomas tempranos. Estos maduran y se convierten en endosomas tardios donde
las vesiculas intraluminales brotan en un lumen intracitoplasmatico. En lugar de fusionarse
con el lisosoma, estos cuerpos multivesiculares se fusionan directamente con la membrana

plasmatica y liberan exosomas en el espacio extracelular (Pant et al., 2012).

Estructuray Composicién

Los exosomas (figura 6) tienen estructura ovoide, doble capa y un didmetro entre 30
y 150 nanémetros (nm). Se han descrito tres tipos de perfiles en las vesiculas extracelulares
anteriormente descritas: perfil de expresion de proteinas, perfil lipidico y perfil de carga
luminal genémica y transcriptémica. Los exosomas especificamente, poseen un perfil de
expresion de proteinas (flotillina-1, ALIX, TSG101, CD81, CD63, CD9) y perfil lipidico
(esfingomielina, fosfatidilserina y ceramida) (Sidhom et al., 2020). Hay una variedad de
marcadores de superficie exosomales comunes (por ejemplo, tetraspaninas como CD?9,
CD81y CD63 y proteinas asociadas a lipidos como la flotillina-1), asi como marcadores
internos como Alix y Tsg101. Cada exosoma también contiene y transfiere pequefios ARN y
otras proteinas citoplasmaticas y receptores especificos de células que pueden transferirse
a las células receptoras (Lee et al., 2012). La carga exosomal puede cambiar segun el
medio celular, la célula de origen e incluso la técnica de preparacion del exosoma (Rivero,

2020).



Figura 6.

Estructura y composicion de un exosoma

Antigen
Presenting
molecules
MHC Class |
MHC Class |l

Tetraspanins
CD9, CD37,

CD53, CD63,
CD81, CD82 .

i} Cytoskeletal Proteins
Actin, Cofilin, Tubulin  Membrane
Transport and
Fusion

) GTPases, Annexins, -
EGCRT machinany Flotillin, Rabs,

Alix, TSG-101 . .
‘ dynamin, syntaxin

“ Growth factors and cytokines
. TNF-q, TGF-B, TRAIL

Nucleic Acids
zé mMRNA, miRNA,
non-coding RNA,

DNA.

Other
Adhesion molecules
Integrin-a and -B
P-selectin

Lipids

Cholesterol,
Glycoproteins ceramides,
B-galactosidase sphingomyelin, PI,
O-linked glycans PS, PC, PE, GM

N-linked glycans
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Métodos de aislamiento de exosomas

Cromatografia de exclusién por tamafio (SEC). La SEC separa las moléculas

acorde a su tamafio y/o peso molecular. Es cominmente utilizada para aislar moléculas

grandes o complejos macromoleculares como proteinas (Sidhom et al., 2020). Permite
extraer exosomas con alto rendimiento y pureza; los exosomas se separan de
contaminantes de proteinas y &cidos nucleicos mas pequefios (Guan et al., 2020). Esta

técnica utiliza biofluidos como fase movil contra una fase estacionaria porosa para eluir

signalling
receptors
FasL, TNF
receptor, TfR
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diferencialmente las moléculas con una relacién de velocidad inversa a su tamafo. Asi, las

particulas més grandes eluyen primero, seguidas de las vesiculas mas pequefias que fluyen
a través de los poros, tomando un mayor tiempo de elucién. Las particulas mas grandes
eluyen antes, ya que no pueden entrar en los poros y, por lo tanto, fluyen rapidamente
alrededor de la fase estacionaria. Por el contrario, las particulas mas pequefas que el rango

de aislamiento (35 o 70 nm) ingresan en los poros de la resina y eluyen mas tarde.

Ultracentrifugacién diferencial (dUC). Se basa en la separacion de las
subpoblaciones de vesiculas extracelulares a través de tasas de aceleracion gradualmente
mas altas. Se considera la técnica estandar de oro para el aislamiento de exosomas
(Sidhom et al., 2020). Aungue la contaminacion de proteinas no relacionadas con exosomas
en el sedimento aislado de dUC es baja, las particulas de lipoproteinas de densidad similar

tienden a precipitar con el sedimento final (Gonzéles et al., 2011).

Ultrafiltracién (UF). Esta técnica combinada con SEC permite aislar exosomas con
un rendimiento y pureza similar o superior a la dUC; la ultrafiltracion depende de un filtro de
tamafio de poro especifico que crea un filtrado rico en vesiculas especifico para el tamafio

de nanovesiculas deseado (Benedikter et al., 2017).

Agentes precipitantes como polietilenglicol (PEG). Utiliza una solucién para
facilitar un agregado de vesiculas atrapadas en polimeros en grandes cantidades, en base a
este principio de aislamiento, se han desarrollado kit comerciales que contienen polimeros
como PEG, dextranos o polivinilos como agentes precipitantes para el aislamiento de

exosomas de manera simple, rapida y econémica (Rider et al., 2016).

Captura por inmunoafinidad (IA). Utiliza anticuerpos dirigidos contra las proteinas
de la superficie exosomal para aislar una poblacion especifica de vesiculas; ya se han
reportado inmunoaislamiento de exosomas para células presentadoras de antigeno (Tauro

et al., 2012).
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Recientemente, se han utilizado técnicas nuevas en combinacion con SEC para

mejorar la pureza de los exosomas. Se utilizé con éxito la cromatografia de modo dual
(DMC) para reducir la contaminacion de las particulas de lipoproteinas (LPP) en las
preparaciones de exosomas de plasma. Esta técnica integra dos pasos de separacion: la
eliminacion de lipoproteinas de alta densidad (HDL) por SEC y el uso de intercambio
catiénico para separar las LPP con carga positiva de los exosomas con carga negativa (Van
et al., 2020). Otra técnica combina SEC con deteccion de fluorescencia y se conoce como
Flu-SEC o F-SEC. Aqui, SEC se combina con la deteccion de exosomas marcados con
fluorescencia mediante cromatografia liquida de alto rendimiento y un detector de
fluorescencia para optimizar el aislamiento de exosomas (Sidhom et al., 2020).
Caracterizacion de exosomas

Se han desarrollado métodos y técnicas para la caracterizacion, analisis y
cuantificacién de la carga exosomal. Estos métodos incluyen microscopia electrénica de
transmision(TEM), microscopia electrénica de barrido (SEM), microscopia de fuerza
atémica(AFM), analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA), dispersién de luz dinamica
(DLS), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), citometria de flujo, biosensores
electroquimicos, entre otros (Gurunathan et al., 2019). Los exosomas comparten proteinas
estructurales y funcionales como Alix, Tsg101 y tetraspaninas; y moléculas como flatillina
gue permiten la inmunodeteccion de exosomas mediante Western Blot (Van Niel et al.,
2006; Zdller et al., 2009).
Exosomas obtenidos de plantas

Estudios recientes han demostrado la presencia de nanoparticulas derivadas de
plantas cuyas caracteristicas son semejantes a exosomas mamiferos (Perut et al., 2021). Ju
y colaboradores (2013), sefialan que estas nanoparticulas similares a exosomas derivados
de plantas evolucionaron como un medio de comunicacion intercelular y como moduladores
de las defensas inmunitarias innatas que las plantas despliegan en presencia de

fitopatdgenos. En este sentido, cada vez més investigaciones sugieren que las exosomas
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similares a exosomas derivadas de plantas pueden mediar la comunicacion intercelular

entre plantas y animales al ser absorbidas por diferentes tejidos en el organismo de los
mamiferos (Ju et al., 2013; Raimondo et al., 2015; Wang et al., 2015, Zhuang et al., 2015).
Asi, exosomas presentes en uva, pomelo, zanahoria y jengibre evidencian propiedades
antiinflamatorias (Mu et al., 2014). Baldini y colaboradores (2018), reportan una inhibicién en
el estrés oxidativo en células humanas mediante exosomas de Citrus lemon. Forbes y
colaboradores (2018), reportaron una atenuacion en el estrés oxidativo en células humanas
al ser tratadas con exosomas de Fragaria x ananassa (fresa) a diferentes concentraciones.

En el género Vaccinium se ha reportado que exosomas obtenidos del extracto del fruto

tienen la capacidad de afectar la respuesta en células endoteliales al TNF-OC y modular la

expresion de genes involucrados en la respuesta inflamatoria, estrés oxidativo y liberaciéon

de citocinas (De Robertis et al., 2020).

Aplicaciones de exosomas

Los exosomas son vectores de administracion de terapia génica potencialmente
ideales, ya que estan compuestos por componentes naturales, no sintéticos y no virales.
Ademas, su pequefio tamafio y flexibilidad les permite atravesar las principales membranas
biolégicas, mientras que su estructura bilipidica protege la carga de ARN y proteinas de la
degradacion, lo que facilita la entrega a su objetivo (Vickers et al., 2012). Estan emergiendo
como potentes fuentes de transferencia de informacion genética entre células y tejidos de
mamiferos, lo que tiene como resultado resultados tanto beneficiosos (comunicacion celular,
plasticidad de células madre y reparacion de tejidos lesionados) como potencialmente

perjudiciales (propagaciéon de enfermedades) (Lee et al., 2012).

Los exosomas al encontrarse en numerosos fluidos biolégicos y liberarse de una
variedad de células; cumplen ciertas funciones biol6gicas que dependeran de la célula de
origen y estado de la célula o tejido al momento del aislamiento del exosoma. Asi, se ha

demostrado que, debido a su capacidad de transferir ARN, proteinas, enzimas y lipidos, los
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exosomas desempefian funciones importantes en procesos hiolégicos como angiogénesis,

presentacion de antigenos, apoptosis, coagulacion, homeostasis celular, inflamacion y

sefalizacién intercelular (Théry et al., 2002; Guranathan et al., 2019).

Cultivo celular

El cultivo celular es el crecimiento in vitro de células eucariotas o procariotas en un
entorno artificial, aséptico y controlado. Dichas células son extraidas del organismo y las
condiciones de su crecimiento dependeran del tipo de célula; para su desarrollo se
estandarizan condiciones como nutrientes, factores de crecimiento, hormonas, antibioticos,
gases, pH, temperatura, entre otros que favorezcan el crecimiento celular La homogeneidad
y reproducibilidad hace de las lineas celulares un modelo para deteccién de enfermedades,
toxicidad de nuevos farmacos, investigaciones metabdlicas, produccién de vacunas,
regeneracion y trasplante de tejidos, ingenieria genética, entre otros (Segeritz & Vallier,

2017).

La determinacion de la viabilidad celular es clave previo el inicio de un ensayo con
lineas celulares. Para ello, las células se resuspenden en un medio adecuado, se extrae
una alicuota para homogenizarla con azul de tripan y evaluar células viables y no viables. El
azul de tripan se impregna Unicamente en células no viables que toman una coloracion
azul/negro; asi, mediante un conteo en un hematocitémetro es posible definir el porcentaje
de viabilidad correspondiente, un cultivo sano alcanza un 95% de viabilidad celular (Strober,

2001).

Lineas celulares

HelLa. La linea celular HelLa fue la primera linea celular inmortal de origen humano.
Fue asilada por primera vez en 1951 por George Otto Gey, Margaret Gey y Mary Kucibek
de un carcinoma cervical derivado de Henrietta Lacks, paciente femenino de 31 afios (Nott,
2020). Estas células de tipo adherente tienen una talla de 20 — 40 um, su morfologia

dependera del medio de cultivo que se utilice, sin embargo se las puede describir con una
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forma irregular con borde delgado e hipermovilidad (Boatman et al., 1976; Chen et al.,

2013). Durante décadas, esta linea celular ha contribuido en investigaciones que han
arrojado importantes avances médicos, por ejemplo: investigaciones sobre los efectos de la
gravedad cero en el espacio exterior, efectos antioxidantes y citotoxicos, desarrollo de
vacunas (poliomielitis, COVID-19), leucemia, VIH y sobretodo cancer alrededor del mundo

(Universidad Johns Hopkins, 2022).

Figura 7.

Linea celular HeLa

ATCC Number: CCL-2
Designation:  Hela

Density Scale Bar=1004m  High Density
Nota. Linea celular tumoral HeLa (ATCC, 2022)

HEK-293. Linea celular de tipo epitelial aislada de rifion embrionario humano. La
linea celular de rifién embrionario humano (HEK-293) surgié mediante la transformacion de
células de rifiébn embrionario humano (HEK) con fragmentos cortados de ADN de
adenovirus tipo 5 (Ad5) haciéndola inmortal (Shiloaj, 2021). Cada célula tiene un tamafio

aproximado de 11 a 15 um y su diametro dependera de las condiciones de cultivo. Esta
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linea celular de tipo adherente se utiliza cominmente en investigacién porque son faciles de

cultivar y mantener, tienen un alto indice de reproducibilidad. Se utilizan para analizar el
efecto de farmacos; adicionalmente, son accesibles para transfecciones y eficientes para la
produccion de proteinas. Mediante plasmidos, es posible manipular la maquinaria de
proteinas sintéticas de esta célula y producir proteinas transfectadas con la informacion

genética del plasmido (Thomas et al., 2005).

Figura 8.
Linea celular HEK-293

ATCC Number: CRL-3216
Designation: ~ 293/T

Nota: Linea celular tumoral HEK-293T (ATCC, 2022)

HFF. La linea celular fue establecida en 2003 a partir del prepucio humano normal
de dos individuos (ATCC, 2022). Esta linea celular, al ser una linea sana, es comiunmente
empleada como control en la evaluacién de efecto de farmacos sobre lineas celulares. Son

células de tipo adherente.
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Figura 9.

Linea celular HFF

Nota: Linea celular no tumoral HFF, fotografia tomada en el Laboratorio de Inmunologia y

Virologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE (LABIV, 2022).

Ensayo de viabilidad celular MTT

Es un ensayo colorimétrico rapido basado en la escision del anillo de tetrazolio de
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) mediada por enzimas
oxidorreductasas dependientes de NADPH que reducen el MTT a cristales de formazan
(figura 10).
Figura 10.

Mecanismo del ensayo de MTT

Sy B

o

MTT CH, Formazan CH,

Nota: Metabolismo de MTT a sales de formazan mediado por células viables

(Buranaamnuay, 2021).
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Este ensayo permite medir la actividad metabdlica como un indicador de viabilidad,

proliferacion y/o citotoxicidad celular. EI MTT esta cargado positivamente y penetra con
facilidad en las células eucariotas viables, entonces las células viables con el metabolismo
activo convierten el MTT en sales de formazén de color parpura, que se utiliza como
marcador cualitativo de viabilidad celular (Buranaamnuay, 2021). Los cristales formados se
disuelven en una solucion de solubilizacién como SDS o DMSO Yy la solucién coloreada
resultante se lee a una absorbancia entre 500 y 600 nm. La intensidad de coloracion
purpura es directamente proporcional al nimero de células metabélicamente activas viables
(Riss et al., 2016). El ensayo de MTT mide la proliferacion en funcion de la actividad
metabdlica de las células y se utiliza con frecuencia en condiciones de cultivo celular;
permite determinar si ciertos compuestos a los cuales las células estan expuestas, tienen
efectos proliferativos, citotoxicos directos o eventualmente conducen a una muerte celular

(Huyck et al., 2012).
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Capitulo 3. Materiales y métodos

Obtencién de exosomas
Aislamiento de exosomas

Preparacion de extractos de muestras de origen vegetal. Para la pulpa de capuli
se trituré aproximadamente 600 g de fruto sobre un tamiz reteniendo las semillas y
cascaras, extrayendo Unicamente la pulpa. En el caso del mortifio, se triturd alrededor de
500 g de fruto y se tamiz6 separando la pulpa. Se extrajo aproximadamente 500 g de pulpa
de capuli y 450 g mortifio. Las pulpas obtenidas se almacenaron a 4°C hasta su

centrifugacion.

Centrifugacion seriada. En tubos de 50 mL, se distribuyeron 25 mL de pulpa con
25 mL de PBS 1X en proporcion 1:1 y se homogeneiz6 mediante vortex. Las muestras
homogeneizadas se centrifugaron en tres etapas, manteniendo una temperatura de 4°C en
cada una de ellas. Inicialmente se centrifug6 a 400 G durante 20 minutos. Los
sobrenadantes recuperados en la primera etapa se centrifugaron a 800 G durante 20
minutos. Finalmente, los sobrenadantes obtenidos en la segunda etapa, se centrifugaron a
7600 G durante 40 minutos tantas veces como sean necesarias hasta eliminar totalmente el
pellet. De la dltima etapa se recuperaron y almacenaron los sobrenadantes en tubos
estériles a 4°C y los pellet obtenidos (microvesiculas) se resuspendieron en 500 uL de agua
destilada y se almacenaron a -20°C. La misma secuencia de centrifugaciones se ejecutd
tanto para capuli como para mortifio. Durante todo el proceso de centrifugacion seriada se
mantuvo una cadena de frio para evitar la degradacion de proteinas. Finalmente, los
sobrenadantes obtenidos se filtraron a través de un gradiente de filtros de 1,1 uM (Thermo
Scientific™, Ref.: 722-2000) y 0,45 um (Cytiva, Ref.: 9909-2504). Los sobrenadantes
filtrados se utilizaron para el aislamiento mediante cromatografia de exclusion por tamafio

(SEC).
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Figura 11.

Centrifugaciones seriadas

CENTRIFUGACIONES 25 mL extracto + 25 mL PBS 1X Filtracion
SERIADAS 11001 1 11, .1 g v i
Capuli ‘
600 g l
[ ;
- @ 400 G - 20 min
. 4 °C
-~ @ 800 G - 20 min
N—q @ 7600 G - 40 min @ 1,1um
—
Centrlfuga Refrigerada @ 0.45 um
Mortifio . T
500 g ' " ‘
25 mL extracto + 25 mL PBS 1X @ 0,22 um
D (D D O N D G W [

Nota: Proceso detallado de centrifugacion seriada previa al aislamiento de exosomas de

capuli y mortifio, esquema elaborado en BioRender.

Aislamiento mediante columna de exclusién por tamafio

Se purificd las muestras por cromatografia de exclusién por tamafio mediante la
columna iZON gEVoriginal (Ref.: Spl). Se equilibré la columna con 10 mL de PBS 1x. Sin
dejar que la columna se seque, se pas6 3 mL del sobrenadante recuperado (capuli o
mortifio). Cuando la muestra alcanz6 aproximadamente 1 cm del final de la columna (se
diferencié mediante el color del sobrenadante) se inici6 la recoleccién de 20 fracciones
(cada fraccién de 500 uL). Se realiz6 el mismo procedimiento dos veces para cada fruta.
Antes de iniciar un nuevo pasaje, se limpio la columna pasando alrededor de 5 mL de NaOH
0,5 Ny se lavo con aproximadamente 25 mL de PBS 1X. Las fracciones recolectadas se
cuantificaron mediante espectrofotometria en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™ J999) y

ensayos BCA (acido bicinconinico) (Sigma Aldrich, Ref.: B9643-1L).
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Las muestras con concentraciones superiores o iguales a 3,999 mg/mL se concentraron

entre similares mediante filtro Amicon Ultra-4 100K (Amicon® Ultra 10K device - 10,000
MWCO) a 5000 G durante 10 minutos manteniendo una temperatura de 4°C. Finalizada la
centrifugacion se recuperd y cuantifico la fase superior e inferior mediante
espectrofotometria en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™ J999) y ensayo del acido
bicinconinico (BCA). Aquellas muestras con concentraciones iguales o superiores a 6

mg/mL se almacenaron a -20°C.

Aislamiento mediante kit comercial
Se obtuvo una alicuota de 100 uL de extracto de exosomas de capuli y mortifio
mediante el kit Total exosome isolation from other body fluids (Invitrogen, Ref.: 4484453)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Figura 12.

Aislamiento de exosomas

. -
i 3mL
Sobrenadante
) / KIT
\ COMERCIAL
10 mL ; ) _—_—
EQUILIBRAR Capuli

Columna
iZON qEVoriginal

ExoKit

20 fracciones ]
(0,5uL c/u) l ‘
Cuantificacion
BCA
YVYVY — | )y —
| VvV v ¥ :
Filtracién | NV YV
YYVvYy Amicon 100k :

Nota: Proceso detallado de aislamiento de exosomas de capuli y mortifio mediante

cromatografia de exclusion por tamafio y kit comercial, esquema elaborado en BioRender.
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Cuantificaciéon de proteinas

Cuantificacién de proteinas mediante ensayo de BCA: Las fracciones recogidas
en el aislamiento por SEC y los concentrados de proteinas se cuantificaron mediante el
ensayo del acido bicinconinico (BCA) (Sigma-Aldrich, Ref.: B9643-1L). Para ello, se prepar6
una placa de 96 pocillos con la gama de proteina estandar y 25 uL de cada una de las
muestras a cuantificar. Se utiliz6 como blanco PBS 1x y albumina de suero bovino (BSA a 1
mg/mL) como proteina estandar. Cargados los pocillos, se preparé la solucién de trabajo en
proporcion 50:1 (Reactivo A: solucién de acido bicinconinico y Reactivo B: solucién de
sulfato -de cobre (Il) pentahidratado al 4%, respectivamente) y se afiadieron 200 uL de la
solucién de trabajo sobre cada uno de los pocillo, homogenizando por pipeteo. Finalmente,
la placa se incub6 a 37°C durante 30 minutos, finalizada la incubacién se dejo enfriar a
temperatura ambiente aproximadamente 5 minutos y se midié la absorbancia a 562 nm en

espectrofotbmetro para microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific™, Ref.: N10588 ).
El célculo de la absorbancia neta (NET Absss2) se realizd6 mediante la ecuacion 1 (Ec.1):
NET Absgg, = Aggomuestra — Aggoblanco  (Ec.1)

Posteriormente, se gener6 una curva de calibracion con el fin de obtener una ecuacion
mediante la cual se calcul6 la concentracion final de proteina en las muestras en mg/mL. La

ecuacion generada para el calculo final de la proteina es de tipo:
Y=mX+b (Ec2)

Siendo:

Y = Absorbancia neta obtenida a 562 nm

X = Concentracion final de proteina en mg/mL

my b = Valores constantes generados en la ecuacion

Entonces, se tiene la siguiente ecuacion (Ec.3) para el calculo final de concentracion de

proteina:

[Proteina](mg/mL) = W X 1000 (Ec.3)
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Caracterizacion de proteinas exosomales

Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)

Preparacion de la muestra. Sobre el mesh 300 de cobre (TED PELLA INC, Ref.:
01753-F) se coloco 10 uL de muestra (fracciones 6 a 11 obtenidas mediante purificacion por
exclusion de tamafio y kit comercial) dejando absorber durante 1 minuto. Posteriormente, se
retir6 el exceso de muestra con papel filtro y tifid negativamente con 10 uL de acetato de
uranilo al 2% durante 10 segundos. Finalmente, se retird el excedente de la solucion de
acetato, se lavo tres veces con agua destilada y se observé en microscopio electrénico de
transmision (FEI — Tecnai Spirit Twin (120 kV)). Las imagenes obtenidas se analizaron con

ImageJ.

Western Blot
Electroforesis vertical (SDS-PAGE). Se prepararon alicuotas de 500 ug de proteina

total mediante la ecuacion 7 (Ec.7):

__ Cantidad de proteina (ug) _ 1000 ulL
Vimuestra = X (Ec.4)

Concentracion (%) 1mL

Las muestras se prepararon bajo condiciones desnaturalizantes. Las volimenes calculados
con la ecuacion 4, se homogenizaron por vortex con RIPA-Lysis Buffer system (Santa Cruz
Biotechnology, Ref.: SC24948) en proporcion 1:1 y a continuacién se homogeneizé por
vortex con aproximadamente 15 uL de buffer de carga 4x (SDS 8%, glicerol 40%, azul de
bromofenol 0.4%, 2-mercaptoetanol 8%, Tris- HCI 250 mM, pH 6.8). Las muestras
homogeneizadas con buffer RIPA ref y buffer de carga se desnaturalizaron a 95°C durante
5 minutos. Se sometio a la muestra a un shock térmico en hielo durante 5 minutos y se
cargaron 25 uL en el gel de poliacrilamida preparado al 10% de separacién (acorde al
protocolo establecido en el LABIV). Se utiliz6 como marcador Precision Plus Protein Dual
Color Standard (Bio-Rad, Ref.:1610374). Se prepararon dos geles al 4% de concentracion y
10% de separacion (tabla 5). Se corrieron los geles idénticos, uno de ellos para verificacion

con azul de Comassie y otro para transferencia de proteinas a membrana de PVDF
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(Amersham™ Hybond® P Western blotting membranes, Ref..: GE10600023) en medio semi-

seco. La corrida electroforética fue ejecutada a 120 V durante aproximadamente 90 minutos
con el sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell for Mini Precast Gels (Bio-Rad Ref.:1658004).

Tabla 5.

Preparacion de gel de poliacrilamida al 10%

Gel de concentracion  Gel de separacién

Componente al 4% al 10%

Agua destilada 3,2mL 4,9 mL

Acrilamida/bis 40% 0,5 mL 2,5mL
Buffer*

upper: gel de concentracion, 1,25 mL 2,5mL

lower: gel de separacién
APS 10% 25 uL 50 uL
TEMED 5uL 15 uL

Verificacién de presencia de proteinas en gel de poliacrilamida. Finalizada la
corrida electroforética, se colocé uno de los geles en solucién de tincion (azul de Comassie
R-250 0,5%, metanol 25%, acido acético glacial 50%) durante 30 minutos en agitacion
constante. Al finalizar, se retird el exceso de colorante y se lavd con solucion de lavado
(metanol 10% y &cido acético glacial 10%) hasta observar bandas. Se foto documenté las
proteinas en gel utilizando el sistema de imagen ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad

Ref.:12003154) y se analizaron los perfiles obtenidos con el software Image Lab.



Figura 13.

Electroforesis vertical de proteinas en gel de poliacrilamida
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Nota: Electroforesis vertical de proteinas de capuli y mortifio en gel de poliacrilamida al 10%,

condiciones reductoras y desnaturalizantes, esquema elaborado en BioRender.

Transferencia de proteinas a membrana en medio semi-seco. Para la
transferencia de proteinas en medio semi-seco se utilizo el equipo Trans Blot Turbo
Transfer System (Bio-Rad, Ref.: 1704155). Concluida la corrida electroforética se coloco el
segundo gel en buffer de transferencia Towbin (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, metanol
20%, pH: 8,3) durante 10 minutos. A continuacion, se ensamblo el sanduche de
transferencia sobre la base del cassette (polo positivo), colocando una pieza de papel
Whatman de 0,8 mm (previamente humedecida en buffer de transferencia), la membrana de
PVDF (dimensiones: 5,5 x 8,5 cm), el gel y nuevamente una pieza de papel Whatman. Se
removieron las burbujas del sanduche con un rodillo y se cerro el cassette colocando la tapa

(polo negativo). Se coloco el casette en el Trans Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Ref.:
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1704155) y se programaron 3 ciclos de 7 minutos a 2,5 Ay 25 V. Finalizados los ciclos del

Trans Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Ref.: 1704155), se verificaron las proteinas
tinendo la membrana con solucién de Rojo Ponceau (Ponceau S 0.5%, acido acético glacial
1%) durante 5 minutos en agitacion constante. Posteriormente se lavé la membrana con
solucién de acido acético glacial al 0,1% hasta eliminar el exceso de colorante y sea posible
visualizar las bandas en la membrana. Se foto documenté las proteinas en membrana

utilizando el sistema de imagen ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad Ref.:12003154).

Inmunomarcaje de proteinas. Se incubd la membrana en 3 mL de solucion de
bloqueo (BSA 5%, buffer TTBS (buffer TBS + Tween 20 al 0,1%)) a temperatura ambiente
durante 2 horas en homogeneizacion constante. Finalizada la incubacion, se realizaron seis
lavados consecutivos con buffer TTBS. Posterior al Ultimo lavado se incubé la membrana en
anticuerpo primario (Ac 1°) durante toda la noche en homogeneizacién constante a 4°C, los
anticuerpos empleados se describen en la tabla 6. Posterior a la incubacion con Ac 1°, se
lavé cinco veces con buffer TTBS. Seguidamente, se realiz6 inmunomarcaje incubando
durante 2 horas en oscuridad en homogeneizacion constante con anticuerpo secundario (Ac
2°); el anticuerpo utilizado fue GAM-HRP (Inmuno-Star Goat Anti-Mouse) se diluyé en buffer
TTBS en proporcion 1:15000. Finalmente, se lavo seis veces con buffer TTBS. Cada lavado
se realiz6 en agitacién constante durante 10 minutos.

Tabla 6.

Anticuerpos empleados en el marcaje durante Western Blot

Anticuerpo Primario Dilucion Catélogo
anti-CD63 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, sc-5275
anti-CD69 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, sc-373799
anti-CD81 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, sc-166029
anti-Alix 1:500 Santa Cruz Biotechnology, sc-53540

Se revel6 la membrana por quimioluminiscencia con el sustrato Kit Clarity ECL Western

Substrate (Bio-Rad, Ref.: 1705060) preparado en proporcién 1:1. Se incubo durante 5
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minutos en oscuridad y agitacion manual, y se foto documenté la membrana utilizando el

sistema de imagen ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad Ref.:12003154).

Cultivo celular
Preparacion de medios de cultivo

Se prepard medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco,
Ref.: A14430-01) adicionado con 15% de BSA para las células HFF (ATCC, SCRC-1041) y
Minimum Essential Medium Eagle (EMEM) (Gibco, Ref.; M5650) adicionado con 10% de

BSA para las células HEK (ATCC, CRL-3216) y HeLa (ATCC, CRM-CCL-2).

Descongelamiento de lineas celulares

Se utilizaron tres lineas celulares: HEK293, HFF y HeLa almacenadas a -196°C en
tanque de nitrégeno (Thermo Scientific ™, Ref.: CY509106). Se extrajo el pasaje celular
correspondiente y se resuspendio en 1 mL de medio previamente atemperado a 37°C y se
transfirié a un tubo Falcon estéril (Thermo Scientific ™, Ref.:339650) con 1 mL de medio y
se centrifugd a 1200 rpm durante 5 minutos. El pellet obtenido en la centrifugacion se
resuspendié con 1 mL de medio de cultivo y se transfirié a un flask 25 (Thermo Scientific ™,

Ref.:156367) para incubar a 37°C y un requerimiento de diéxido de carbono (CO2) del 5%.

Plagueo de lineas celulares en P96

Acondicionados previamente los medios de cultivo correspondientes para cada linea
celular, se levanto las células con tripsina y se preparé una placa de 96 pocillos (P96) con
10 000 células por pocillo. Se incub6 a 37°C con un requerimiento de CO2 del 5%, durante

24 horas.

Tratamientos

Se trataron las tres lineas celulares con cloruro de cobalto (CoCl2) a 400 uM (control
de citotoxicidad), dimetilsulféxido (DMSO) (control de citotoxicidad), exosomas (5 ug y 20
ug), microvesiculas y el sobrenadante obtenido en la centrifugacién seriada. Como control

de viabilidad celular se empled Unicamente el medio correspondiente para cada linea
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celular. Se realizaron dos repeticiones por tratamiento. Los tratamientos se colocaron

posterior a las 24 horas de adherencia de las células y se incubd por 24 horas.

Ensayo MTT

Se colocé el reactivo de MTT a las 24 y 48 horas posteriores a la aplicacion de los
tratamientos. Se dispensé 10 uL de MTT a 5 mg/mL (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio) (Invitrogen, Ref.: M6494) y se incub6 durante 4 horas; posteriormente
se afiadié SDS al 10% para disolver los cristales de formazan. Tras 24 horas de incubacion
se midi6 la absorbancia a 570 nm en espectrofotometro para microplacas Multiskan Go
(Thermo Scientific™, Ref.: N10588) y se evalu6 estadisticamente la viabilidad celular

mediante la siguiente ecuacion:

NET gps 570 X100

% viabilidad celular = . —— (Ec.5)
Media [NET gps 570 (Control de viabilidad)]

Anélisis estadistico

Se analizé y grafico los resultados de cuantificacion de proteinas y ensayo de MTT con el
software estadistico GraphPad Prism. Todos los datos se presentaron como medias
conjuntamente con desviacion estandar de la media (SEM) para mayor precision (Media +

SEM).

Disefio experimental del ensayo MTT:

Para el ensayo MTT se plante6 las siguientes condiciones:

e Lineas celulares: 3 (HFF, HeLa y HEK)

e Numero de tratamientos: 3 (exosomas, microvesiculas y sobrenadante)
e Cantidad de proteina para cada tratamiento: 2 (5 ug y 20 ug)

e Tiempos evaluados: 2 (24h y 48h)

e Repeticiones: 2

e Variable dependiente: porcentaje de viabilidad celular

e Variables independientes: exosomas, microvesiculas, sobrenadante
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Los resultados del ensayo MTT se analizaron mediante un ANOVA de dos vias, realizando

comparaciones entre cada uno de los tratamientos frente al control de citotoxicidad (cloruro
de cobalto). El analisis estadistico en GraphPad Prism generé las respectivas barras de
error para cada caso y calcul6 el valor de p de significancia tras las comparaciones

anteriormente mencionadas.
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Capitulo 4. Resultados

Obtencién de exosomas
Aislamiento mediante columna de exclusién por tamafio

Las fracciones recogidas fueron cuantificadas mediante ensayo BCA para
determinar la concentracion de proteinas en mg/mL. En la figura 14, se observa la placa de
cuantificacion, resaltando en el recuadro la gama utilizada para la generacion de la curva de
calibracién. La intensidad de coloracion purpura es proporcional a la concentracion de
proteinas presente en la muestra. Las absorbancias medidas a 562 nm y el calculo

correspondiente con las ecuaciones 1, 2 y 3; arrojaron las siguientes concentraciones:

Figura 14.

Cuantificacion de proteinas por BCA
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Nota: A) Placa de la cuantificaciébn de proteinas mediante ensayo de acido bicinconinico

(BCA), se resalta la gama en el recuadro. B) Resultados de la cuantificacion mediante BCA
representados mediante concentraciones de proteinas en mg/mL de las fracciones
recolectadas mediante SEC a partir de sobrenadantes de capuli y mortifio (esquema
elaborado con GraphPad Prism).
Caracterizaciéon de proteinas exosomales
Microscopia Electronica de Transmision

La caracterizacion mediante microscopia electronica de transmision y el
correspondiente andlisis con el software ImageJ de las muestras de exosomas de dos frutos
andinos previamente obtenidas mediante SEC y kit comercial, revel6 estructuras ovoides,
bicncavas y con doble membrana, morfologia caracteristica de un exosoma. En cuanto al
tamanio de las estructuras identificadas, las mediciones correspondientes evidencian un
didmetro que oscila entre los 30 y 50 nm para los exosomas aislados mediante SEC (figura
15.Ay figura 16.A) y por otro lado aquellos aislados mediante kit comercial (figura 15.Cy
figura 16.C) mantienen un diametro entre 30 y 70 nm. Cabe recalcar que
independientemente del método de aislamiento del cual provenia cada muestra, se analizé
una alicuota de 20 uL tanto para capuli como para mortifio. En este sentido, se logré la
identificacion de aproximadamente 15 estructuras exosomales en las muestras obtenidas a
partir de extracto de capuli (figura 15.C) y cerca de 37 exosomas en muestras obtenidas a
partir del extracto de mortifio (figura 16.C); los histograma de frecuencia correspondientes a
cada fruta detallan el nimero de exosomas relacionados con sus diametros resultantes a

escala nanomeétrica.
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Figura 15.

Caracterizacion de exosomas de capuli mediante TEM
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Nota: a) Microscopia electronica de transmision (TEM) de exosomas derivados de capuli
aislados mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) con tincion negativa de
acetato de uranilo al 2%. b) Analisis de diametros de exosomas aislados por kit con software

ImageJ. ¢) Histograma de frecuencia de los diametros de exosomas aislados por SEC y Kkit.
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Figura 16.

Caracterizacion de exosomas de mortiio mediante TEM
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Nota: a) Microscopia electrénica de transmision (TEM) de exosomas derivados de mortifio
aislados mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) con tincidbn negativa de
acetato de uranilo al 2%. b) Analisis de diametros de exosomas aislados por kit con software

ImageJ. ¢) Histograma de frecuencia de los diametros de exosomas aislados por SEC y kit.

Electroforesis vertical
Se obtuvo el perfil proteico de muestras de exosomas obtenidos mediante SEC vy kit

comercial, microvesiculas y sobrenadante de capuli y mortifio mediante electroforesis
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vertical (SDS-PAGE); haciendo uso de un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones

reductoras y desnaturalizantes.
Figura 17.

Perfil proteico de exosomas de capuli y mortifio
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Nota: A) Perfil proteico de capuli y mortifio en gel de poliacrilamida al 10%, condiciones

desnaturalizantes y reductoras, tefiido con Comassie Blue para analizar la purificacion de la
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proteina, andlisis realizado en Image Lab. El carril 1 corresponde al marcador de peso

molecular con 10 bandas (entre 10 y 250 kDa). Las bandas observadas representan a
proteinas tefiidas incrustadas en el gel, a medida que las proteinas migran se separan
acorde a su peso molecular, asi cada banda representa proteinas de un peso especifico.
Los carriles 2 y 3 corresponden a muestras exosomales obtenidas mediante kit comercial
descrito anteriormente, se observan proteinas de 37 a 50 kDa en mortifio y adicionalmente
proteinas de 23 kDa para capuli. A partir del carril 4 se ilustran los perfiles proteicos de
muestras de sobrenadante, microvesiculas y exosomas (SEC) correspondientes a capuli y
mortifio. La intensidad de las bandas estima que tan abundante se encuentra la proteina en
el gel, asi la cantidad de colorante es directamente proporcional a la cantidad de proteina
presente en la banda. B) Electroferogramas, generados en Image Lab, derivados de los

perfiles proteicos de exosomas de a) capuli y b) mortifio.

Los perfiles proteicos de exosomas, microvesiculas y sobrenadante de capuli y
mortifio, analizados con Image Lab, presentaron multiples bandas; tres bandas son
similares en todas las muestras y se ubican en un rango de 37 a 50 kDa segun el marcador
de peso utilizado. Especificamente en las muestras correspondientes al capuli se observan
bandas adicionales de aproximadamente 23 kDa y otras bandas adicionales muy tenues
(que refiere una cantidad relativamente pequefia de la proteina presente) a lo largo de su
perfil (figura 17.A). Tanto para muestras de capuli y mortifio se visualiza que las proteinas
se conservan desde el sobrenadante obtenido en las centrifugaciones seriadas hasta las
muestras de exosomas aislados mediante SEC y kit comercial. Adicionalmente, los trazados
densitométrico (figura 17.B) de los perfiles de exosomas muestran la distribucion del tamafio
de las proteinas y la intensidad de fluorescencia cada banda generada en cada perfil. El
electroferograma arrojo valores de Rf por debajo de 0,25 y aproximadamente 0,60 para la

muestra exosomal de capuli; y un Rf sobre 0,25 en el caso del mortifio.
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Western Blot

Las muestras de exosomas, microvesiculas y sobrenadante de mortifio y capuli se
analizaron mediante Western Blot (figura 18) para inmunodeteccién de proteinas
exosomales con anti-CD63, anti-CD69, anti-CD81 y anti-ALIX (tabla 6) como anticuerpos
primarios para el marcaje. La inmunodeteccion de CD63 ilustra bandas tenues y difusas de
un peso estimado de 68 kDa en todas las muestras excepto microvesiculas de capuli. En
cuanto a la deteccion de CD69 se observan bandas de aproximadamente 57 kDa en todas
las muestras. Por otro lado, en el caso de CD81 se visualizé una Unica banda bien definida
correspondiente a microvesiculas de capuli con un peso alrededor de los 23 kDa. En el

caso de ALIX no se reportan bandas para ninguna muestra.

Figura 18.

Caracterizacion de exosomas mediante Western Blot
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Nota: A) Caracterizacion de exosomas mediante Western Blot de proteinas de capuli y
mortifio. B) Andlisis densitométrico en Image Lab de picos de las bandas generadas del

marcaje con a) CD63, b) CD69 y ¢) CD81.

Toxicidad celular

Se evalud la citotoxicidad de exosomas sobre lineas celulares mediante el ensayo
MTT, dos tumorales (HeLa y HEK) y una linea celular no tumoral como control (HFF). Tras
24y 48 horas de exposicion (figura 19.A) y dos repeticiones del ensayo se obtuvieron los
datos de viabilidad para cada tratamiento. Los resultados de viabilidad celular de las tres
lineas celulares expuestas a tratamientos de exosomas, microvesiculas y sobrenadante a 5
ug y 20 ug (definidos posterior a investigacion bibliografica para exosomas), estan
representados en gréficos de barras (figura 19) y analizados con GraphPad Prism
considerando el control de citotoxicidad (cloruro de cobalto) para los andlisis estadisticos
correspondientes de viabilidad celular en cada tratamiento. Adicionalmente se presentan las

medias de viabilidad de cada caso como media + SEM en la tabla 7.

La linea celular HeLa (figura 19.B) mostr6é una disminucion significativa de la
viabilidad en funcién del tratamiento, concentracién y tiempo de exposicion. Se pudo
observar una tendencia clara de disminucion de células viables posterior a las 24 y 48
horas. Asi, después de los calculos correspondientes, se obtuvieron los siguientes
porcentajes de viabilidad de para exosomas, microvesiculas y sobrenadante de capuli y

mortifio (tabla 7):



Tabla 7.

Resultados de citotoxicidad sobre HelLa
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Media de % viabilidad celular + SEM

Tratamiento Capuli Mortifio
24 h 48 h 24 h 48 h
Control de
N 100 + 8.416 100 + 8.266 100 + 8.416 100 + 8.266
viabilidad celular

Control de citotoxicidad 941,472 1,5+ 0,866 9+1,472 1,5+ 0,866
Sobrenadante 5 ug 122 + 4.854 73 £ 6.136 130 + 3,069 16 + 4.916
Sobrenadante 20 ug 136 + 5.006 64 + 8.956 137 + 6.394 77 + 3.726
Microvesiculas 5 ug 117 +1.732 74 + 6,600 108 + 5,893 63 + 7.284
Microvesiculas 20 ug 123 + 3,464 79 + 11,116 126 + 3,391 70 + 9.856
Exosomas 5 ug 83 + 1,543 50 + 5,186 99 + 5,553 40 + 9,071
Exosomas 20 ug 110 + 6.640 75 + 1,000 93 + 6,129 67 + 5.953

Por otro lado en la linea celular HEK (figura 19.C) no muestra una tendencia clara de

la viabilidad en funcién de la concentracion, tratamiento y tiempo de exposicion; posterior a
los calculos correspondientes, se obtuvieron porcentajes de viabilidad de para exosomas,
microvesiculas y sobrenadante (tabla 8):

Tabla 8.

Resultados de citotoxicidad de sobre HEK

Media de % viabilidad celular + SEM

Tratamiento Capuli Mortifio
24 h 48 h 24 h 48 h
Control de
100 + 5,307 100 + 2,972 100 + 5,307 100 + 2,972
viabilidad celular
Control de citotoxicidad 6+ 1,190 2,3+ 1,315 6+ 1,190 2,3+ 1,315
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Sobrenadante 5 ug
Sobrenadante 20 ug
Microvesiculas 5 ug
Microvesiculas 20 ug
Exosomas 5 ug

Exosomas 20 ug

94,3 £+ 3,351
86 + 4,123
74 +1.732

98,3 + 3,562

74,3 £ 0,479

105+ 1,472

86 + 10.136
98 + 1,696
66,8 + 1,031
66,8 £+ 6,787
102 + 5,186

123 + 1,000

96 + 5,212

118 + 9,578
101 + 7.487
116 + 3,841
90,3 +7,718

97 + 85.

116 + 12,261
125 + 15,572
100,3 + 4.479
107 + 4,491
87 + 15,634

77 £ 6,124

Finalmente, en la linea celular HFF (figura 19.D) no se observa una disminucion

significativa que indique citotoxicidad celular de exosomas sobre la linea celular control; asi,

posterior a los célculos correspondientes, se obtuvieron porcentajes de viabilidad para cada

caso (tabla 9):

Tabla 9.

Resultados de citotoxicidad de exosomas sobre HFF

Media de % viabilidad celular + SEM

Tratamiento Capuli Mortifio
24 h 48 h 24 h 48 h
Control de

100+ 1,732 100 + 1,291 100 + 1,732 100 + 1,291

viabilidad celular
Control de citotoxicidad 16,5 + 0,645 9,5 + 1,500 16,5+ 0,645 9,5+ 1,500
Sobrenadante 5 ug 102 £ 4.021 102 £+ 5,779 95 + 8,230 102 + 8,026
Sobrenadante 20 ug 94,8+ 4,049 91,2+3.119 110+12,443 111 + 8,892
Microvesiculas 5 ug 99 + 2,887 95 + 2,887 95,8+ 1,750 96 + 3,065
Microvesiculas 20ug 93,5+ 4,330 77,5+ 2,598 95 + 3,082 95 + 2,614
Exosomas 5 ug 96,5+ 4,133 102 + 6,652 100 + 5,234 86 + 4,143
Exosomas 20 ug 87,8+0,479 885+1500 90,5+3,304 90+ 0,500
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Figura 19.

Evaluacion de citotoxicidad de exosomas de capuli sobre HeLa, HEK y HFF
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Nota. A) Ensayo colorimétrico MTT para evaluacion de la viabilidad celular. Viabilidad
celular para evaluar la citotoxicidad de exosomas, microvesiculas y sobrenadante derivados
de capuli y mortifio sobre lineas celulares A) HelLa, B) HEK, C) HFF. Esquemas y
estadistica generados con GraphPad Prism. En todos los casos se realizé la comparaciéon
de los tratamientos aplicados frente al control de citotoxicidad (cloruro de cobalto)
obteniendo un valor de p < 0,0001 (****). En el caso de HeLa — Capuli (figura 19.B) se
observa una diferencia significativa frente al control de viabilidad con un p = 0,0002 (***); en
el resto de tratamientos no existe diferencia significativa. En cuanto a HeLa — Mortifio (figura
19.B) se evidencia una diferencia significativa del tratamiento de exosomas a 5ug frente al
control de viabilidad con un p = 0,0246 (*). Al analizar HEK — Capuli (figura 19.C) no se
observa una diferencia significante del control de viabilidad frente al tratamiento de
exosomas en general; sin embargo si se evidencia una diferencia significante frente a
microvesiculas a 5 ug con un valor p < 0,0001 (***) y 20 ug con un valor p =0,0199 (*). Por
otro lado en HEK — Mortifio (figura 19.C) no se evidenci6 significancia alguna para el control
de viabilidad frente a los tratamientos. Finalmente, en HFF no se observo una diferencia
significativa de los tratamientos aplicados frente al control de viabilidad, es decir no se

evidencia citotoxicidad de los tratamientos de capuli y mortifio en la linea celular control.



66
Capitulo 5. Discusién

El andlisis mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) de los exosomas
aislados de capuli y mortifio, revel6 la morfologia y tamafio de estas nanovesiculas. La
morfologia y tamafio analizados mediante TEM son similares a las descripciones
previamente informadas para exosomas. Yellon y colaboradores (2014), describen a los
exosomas como estructuras esferoides y biconcavas o en forma de copa (Yellon et al.,
2021). Por otro lado, Zhang y colaboradores (2018), han identificado subpoblaciones de
exosomas acorde a su tamafio y densidad; considerando exosomas grandes aquellos cuyo
tamario oscila entre los 90 y 120 nm, y pequefios aquellos entre 30 y 80 nm. Acorde al
analisis ejecutado con ImageJ, el didmetro de los exosomas caracterizados en esta
investigacion oscila entre los 30 y 50 nm aquellos aislados por SEC y de 30 a 70 nm los
obtenidos mediante kit comercial, entonces es posible clasificarlos dentro de la categoria de
exosomas pequefios. Es importante recalcar que el tamafio de los exosomas aislados
depende asimismo del método de aislamiento empleado. El fabricante de las columnas de
exclusion, empleadas en esta investigacion, advierte que las vesiculas recuperadas tendran
un tamafio maximo de 70 nm. Un estudio reportd que la extraccidon mediante la columna
gEV de Izon Science Company extrajo exosomas (40 a 60 nm) con una pureza superior y
una tasa de recuperacion mayor que la UC combinada con la purificacion por gradiente de
densidad (Lobb et al., 2015). Por otro lado, no se ha reportado un tamafio estandar del
diametro de exosomas obtenidos mediante Total Exosome Isolation pero se ha evidenciado

una mayor recuperacion exosomal sobre la ultracentrifugacion (Tang et al., 2017).

En cuanto a la cuantificacién de exosomas, Lobb y colaboradores (2015), sefialan
gue se debe considerar la concentracion de proteinas y el nimero total de particulas
aisladas y analizadas mediante andlisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA). No se
dispone de este equipo en LABIV, por lo cual el célculo total de exosomas obtenido es
superficial. Entonces, partiendo de 600 y 400 g de fruto de capuli y mortifio

respectivamente, se obtuvieron cerca de 500 g de pulpa; esta pulpa sometida a
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centrifugaciones seriadas y gradientes de filtracién gener6 un aproximado de 300 ml de

sobrenadante por cada fruto. De este sobrenadante se tomé Unicamente 3 mL para cada
proceso de aislamiento mediante SEC (se realizaron cinco aislamientos para cada fruta) y
750 uL para aislamiento por kit. Independientemente del niumero de fracciones recolectadas
en SEC y la muestra exosomal obtenida mediante kit comercial, se analizé un total de 30 uL
de muestra (de cada fruta) mediante TEM. El andlisis de las imagenes adquiridas por TEM y
un conteo manual con la ayuda de ImageJ arrojé un aproximado de 15 exosomas en capuli
y 35 exosomas en mortifio. No es posible un estimar con precision la cantidad de exosomas

aislados unicamente mediante TEM, es necesario otros métodos como NTA para ello.

La Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV) mencionan que es
imprescindible la disponibilidad de cierta informacion minima como: tamafio (pequefios o
grandes), densidad (alta, baja), composiciones bioquimicas, marcadores especificos de
superficie y origen (Lo6tvall el al., 2014) para optimizar los métodos de aislamiento y
purificacién. Por otro lado, Létvall y colaboradores (2014), sugieren que se deben usar al
menos dos tecnologias diferentes para caracterizar exosomas, las técnicas cominmente
utilizadas para ello son TEM, NTA y WB. Independientemente de un rendimiento alto o bajo
de aislamiento, se debe considerar que las nanovesiculas pueden ser sufrir dafios
estructurales durante las repetidas secuencias de centrifugacion, ciclos de congelamiento —
descongelamiento, entre otros factores que influyen en la tasa de recuperacion de
exosomas. Por otro lado, Lamparski y colaboradores (2022) sefialan que mediante el
aislamiento con kit comerciales, como el empleado en esta investigacion, se obtiene un
exopellet en el cual no estaran presentes Unicamente exosomas sino también agregados de
proteina de alta densidad; estas contaminaciones proteicas podrian visualizarse en el perfil
proteico de SDS-PAGE pero mediante WB se puede diferenciar de proteinas exosomales.
En esta investigacion, para complementar el analisis por TEM de los exosomas obtenidos,

se ejecutd Western Blot para validar la caracterizacion.
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La inmunodeteccion mediante Western Blot (WB) detecta la presencia de ciertas

proteinas contenidas en el interior o en la superficie de los exosomas, no es posible la
cuantificacién total de exosomas mediante esta técnica. Las principales proteinas comunes
en todos los exosomas unidas a la membrana y presentes en el citosol de los exosomas
son tetraspaninas CD9, CD63 y CD81 y proteinas del ESCRT como Alix y TSG101 (Garcia
et al., 2015; Zhang et al., 2019). Las tetraspaninas son proteinas integrales de membrana
altamente conservadas, CD63 y CD81 tienen una presencia significativa en los exsosomas
influyendo en la biogénesis y composicion de los mismos (Escola et al., 1998) esto les
permite emplearse como biomarcadores de exosomas. Recientemente CD69 (37 kDa) ha
reportado una expresion significativamente alta en caracterizacion de exosomas mediante
WB (Safakheil et al; 2020) considerandolo como un biomarcador exosomal mas. En esta
investigacion, la proteina transmembrana (CD63) se identific6 en muestras de exosomas de
capuli y mortifio con bandas detectadas a aproximadamente 68 kDa. Por otro lado, la
inmunodeteccion de CD69 arrojé un resultado positivo para muestras exosomales,
microvesiculares y sobrenadante de capuli y mortifio. En el caso de CD81 se visualizé una
Unica banda en muestra microvesicular de capuli, coindice con los pesos de proteina
obtenidos en el perfil proteico obtenido mediante SDS-PAGE en el cual se observé bandas
a nivel de 23 kDa aproximadamente en muestras de capuli; en muestras exosomales de
mortifio no se visualizaron bandas con este marcador. No se detecto la presencia de ALIX
en las muestras analizadas de capuli y mortifio. Asi como la carga exosomal es variable en
los exosomas, analisis protedmicos han revelado que no todas las proteinas exosomales se
comparten en todos los exosomas independientemente de la célula de origen (Chiang et al.,
2019). Adicionalmente, Gurung y colaboradores (2021), recalcan la heterogeneidad de los
exosomas en tamafio, composicion, funcién y origen celular que hace compleja su
caracterizacion. Por otro lado, la falta de estandarizacion de métodos de aislamiento y
caracterizacién para exosomas de origen vegetal, conduce a la suposicién en los perfiles de

caracterizacion (Doyle et al., 2019), por ejemplo, con los preexistentes de exosomas de
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células de mamiferos. Son escasos los estudios enfocados en caracterizacion de exosomas

especificos de extractos de origen vegetal, la mayoria de investigaciones estan enfocadas
en exosomas extraidos de células de mamiferos y sus fluidos biol6gicos. Asimismo, la
escasa disponibilidad de marcadores exosomales totalmente universales complica aun mas
la caracterizacion de exosomas (Doyle et al., 2019), especialmente aquellos obtenidos de
plantas. En conjunto, estos resultados de caracterizacién por TEM y WB demuestran que se

logro el aislamiento de exosomas de muestras capuli y mortifio.

Los ensayos de citotoxicidad evidencian un efecto significativo de los exosomas de
mortifio sobre la Hela, este efecto se ve dependiente de la concentraciéon (5y 20 ug) y del
tiempo de exposicién. Una disminucién significativa de la viabilidad se observa al tratar
HeLa con exosomas a 20 ug durante 48 horas. En HEK se observa una ligera disminucion
en la viabilidad celular, sin embargo no se evidencia una tendencia clara del efecto de los
exosomas sobre esta linea celular. Los exosomas reflejan la naturaleza de la célula de
origen y su estado fisioldgico (Zamani et al., 2019). Es indiscutible la presencia de
compuestos fendlicos, en capuli y mortifio, que le confieren una capacidad antioxidante a
estos frutos y por ende a los exosomas provenientes de ellos. Soleti y colaboradores (2018),
mencionan que las plantas son capaces de producir exosomas que encapsulan
componentes naturales de la especie de la cual provienen, por ejemplo polifenoles. Se ha
descrito un mecanismo de entrada de los exosomas especificamente en fibroblastos, este
modo de entrada se denomina filopodial. Los filopodios son protuberancias del citoplasma
ricas en actina que permiten sondear a las células su entorno. Asi los exosomas navegan
sobre los filopodios facilitando la internalizacion especifica de los fibroblastos (Heusermann
et al., 2016; Mattila et al., 2008; Lehmann et al., 2005). Gurung y colaboradores (2021),
sefialan que este mecanismo de captacion de exosomas podria no ser Unica para
fibroblastos. Asi, los exosomas son internalizados por la célula receptora y a continuaciéon
se libera la carga contenida (Joshi et al., 2020) generando un efecto sobre la célula diana.

En este sentido es posible presumir que los efectos de los exosomas sobre las lineas
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empleadas son consecuencia de una carga de polifenoles y/o la internalizacion de las

células y la consecuente liberacion polifendlica en estas. Se evalud la citotoxicidad de
extractos crudos de hojas de especies de género Vaccinium sobre el metabolismo y
proliferacion de queratinocitos y fibroblastos a nivel in vitro; asi, se evidencio que los
extractos muestran una capacidad significativa para eliminar los radicales libres productos
del metabolismo propio de las células al ser sometidas a estrés (Ziemlewska et al., 2021).
Por otro lado, extracto crudo de la corteza del fruto de Prunus serotina indujo apoptosis y
suprimio significativamente el crecimiento de células de cancer colorrectal humano;
especificamente disminuyé la expresion de ciclina D1 (proteina que permite el paso de G1 a
S durante el ciclo celular) y promovié la expresion del gen proapoptoético NAG-1 en lineas
celulares HCT-116 (adenocarcinoma colorrectal humano) exhibiendo un efecto citotdxico
sobre HCT-116 (Yamaguchi et al., 2006). En cuanto al tratamiento de HFF con exosomas,
la viabilidad celular no varia, manteniéndose constante y en el mismo nivel que el control de
viabilidad, evidenciando que no existe un efecto citotdxico del tratamiento con exosomas de
capuli y mortifio sobre células sanas. Estudios enfocados en el efecto de extracto de capuli
sobre células de cancer de mama reportaron una disminucion de la viabilidad de células
tumorales sin afectar células sanas (Noratto et al., 2020). Por otro lado, investigaciones de
toxicidad del extracto liofilizado de mortifio en peces cebra, reportan una viabilidad del 100%
de los huevecillos de este modelo animal; esto sugiere que el mortifio es no es toxico y
podria considerarse un ingrediente natural seguro para el desarrollo de alimentos

nutracéutico o farmacos (Baenas et al., 2020).

Profundizar en la fisiologia de los exosomas, especialmente provenientes de frutos
nativos del Ecuador, es clave para el desarrollo de aplicaciones clinicas y caracterizacion de
los exosomas provenientes de estos frutos con importante actividad antioxidante. La
comprension de la biologia y fisiologia de los exosomas facilitaria el desarrollo y mejora de

la ingenieria terapéutica que hace uso de exosomas para su fin.
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Capitulo 6. Conclusiones
Los exosomas aislados mediante cromatografia de exclusion por tamafio y kit
comercial; y caracterizados por microscopia electronica de transmision, estan acorde en
morfologia y diametro a los reportados en bibliografia para exosomas. Sin embargo, la
heterogeneidad de los exosomas, la variabilidad en los tipos de células de origen, falta de
métodos estandarizados de aislamiento de exosomas y caracterizacion afectan la

reproducibilidad experimental de investigaciones enfocadas a exosomas.

El perfil proteico de capuli y mortifio se mantienen desde sobrenadante hasta el
aislamiento de exosomas, evidenciando que las proteinas se estan conservando a lo largo

del proceso de extraccion de exosomas.

Los exosomas aislados de capuli y mortifio presentaron efectos citotdxicos sobre
lineas tumorales como HelLa y HEK, presuntamente mediado por la carga de polifenoles
propios de los frutos de origen potenciando la actividad antioxidante de capuli y mortifio. Por
otro lado, no se evidencia citotoxicidad sobre células sanas no tumorales (HFF), haciendo
de estos frutos seguros y prometedores para fines terapéuticos frente al estrés oxidativo

especificamente.
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Capitulo 7. Recomendaciones

Se requieren estudios de protedmica e investigaciones més profundas haciendo uso
de técnicas como DLS, TEM de alta definicion, citometria de flujo o NTA para una

caracterizacidbn mas especifica y precisa de exosomas en especies vegetales.

Hacer uso de anticuerpos primarios y secundarios especificos para especies
vegetales en el marcaje en Western Blot para una mayor especificidad en la caracterizaciéon
de exosomas. Exosomas de origen vegetal sugieren la presencia de proteinas como
anexinas, patelinas, sintaxinas, proteinas de choque térmico (HSP60, 70, 80 y 90);
involucradas en estrés ambiental, estrés por patégenos, sefializacién metabdlica, expansion

de la pared celular entre otros factores propios de especies vegetales.

Ejecutar ensayos de deteccion de microARN (MiR), mRNA, RNA de exosomas
complementarian la caracterizacion y diferenciacion de muestras exosomales debido a la

abundancia de estos en exosomas.
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