Instituto Tecnolodgico y de Estudios Superiores de Monterrey

Campus Monterrey

Escuela de Ingenieria y Ciencias

TECNOLOGICO
DE MONTERREY.

Nanovesiculas similares a exosomas (NVEs) vegetales para mejorar la
entrega dirigida de carotenoides

Tesis presentada por
Anahi Guadalupe Cisneros Pardo
sometida a la
Escuela de Ingenieria y Ciencias
como un requisito parcial para obtener el grado académico de
Maestro en Ciencias
en

Biotecnologia

Monterrey Nuevo Ledn, 15 de Junio de 2022



Dedicatoria

A mi esposo, Juan Angel quien a lo largo de este camino siempre estuvo a mi lado
animandome y apoyandome cuando mas lo necesitaba, acompafiandome en los dias y

las noches que hicieron falta para terminar este proyecto. Sé que juntos podemos cumplir
muchas metas mas.



Reconocimientos

Quisiera expresar mi gratitud a todas las personas que hicieron posible este proyecto,
principalmente a mis excelentes asesores el Dr. José Gonzalez Valdez y la Dra. Perla
Ramos Parra quienes siempre estuvieron al pendiente a cualquier hora y en cada etapa,
asi como a la Dra. Marilena Antunes y el Dr. Alberto Mejia por ser parte del parte del
comité evaluador del este trabajo. Asi mismo, agradezco a Raquel Acuia y Javier
Donoso por sus consejos y ayuda. Un agradecimiento especial a Fanny de los Santos
por contestar mis llamadas en domingo y tener un gran interés en este trabajo, sin tu

guia las cosas no hubieran salido tan bien.

De igual manera expreso mi agradecimiento hacia el Tecnoloégico de Monterrey por la
beca escolar otorgada para cursar este posgrado, al CONACyT por la beca de
manutencion, y a la empresa Industrial Organica S.A de C.V. por la donacion del material
usado en este trabajo. Cada persona e institucién aqui mencionadas formaron la base
en la que se construyé y se pudo llevar a cabo este proyecto por lo que estaré

eternamente agradecida.



Nanovesiculas similares a exosomas (NVEs) vegetales para mejorar la

entrega dirigida de carotenoides

por

Anahi Guadalupe Cisneros Pardo

Resumen

Los carotenoides juegan un papel importante en la salud ocular al tener la capacidad de
proteger a la retina de lesiones fotoquimicas. Sin embargo, existen diversos obstaculos
para proveer un efecto terapéutico especifico en el tejido, por lo que existe la necesidad
de buscar nuevas alternativas que permitan incrementar su biodisponibilidad, como los
son las nanovesiculas extracelulares similares a exosomas (NVEs) de origen vegetal, las
cuales desempefian un papel importante en la comunicacion celular. Con lo anterior, se
genero la hipétesis de que la carga mediante electroporacién de las NVEs derivadas de
jugo y callo de zanahoria con carotenoides podria incrementar la eficiencia de suministro
ademas de la biodisponibilidad de estos compuestos. La metodologia desarrollada
constd de tres fases principales: La primera, referente al establecimiento del material
inicial para la obtencion de las NVEs, seleccionandose jugo y callos de zanahoria. La
segunda fase consistio en el aislamiento, purificacion, caracterizaciéon y carga con
carotenoides de las NVEs. Finalmente, la tercera fase tuvo como objetivo el ensayo de
bioactividad de carotenoides en la linea celular ARPE-19 del epitelio pigmentario de la
retina humana utilizando estas nanovesiculas. Dentro de los principales resultados se
obtuvieron NVEs aislados mediante ultracentrifugacién de un tamafio entre 231 y 1631
nm, y una carga del potencial zeta negativo entre 1.26 y 11.13 mV. Se obtuvo el perfil de
los carotenoides nativos en los NVEs de jugo de zanahoria en donde se encontraron
hasta 12 carotenoides, siendo identificadas 3 xantofilas y 5 carotenos. Se evaluaron 4
métodos de carga distintos y se obtuvo como resultado que la electroporacion (200 mV,
50 uF) tuvo una mayor eficiencia de carga (80%) para zeaxantina. En el ensayo de



viabilidad celular para analizar el efecto antioxidante de los carotenoides, se obtuvo que
las NVEs derivadas de callo cargadas con xantofilas presentan una mayor proteccion (<
95%) contra agentes oxidantes en comparacion con las NVEs derivadas de jugo
cargadas. Los resultados obtenidos en el presente trabajo son considerados de alto
impacto debido al creciente interés en encontrar nuevas formas de administracion de
biocompuestos que tengan propiedades terapéuticas, que puedan potencialmente
producirse a gran escala y que sean provenientes de una fuente segura para el consumo
humano, de modo que los productos a base de zanahoria, como los NVEs, podrian ser

considerados como una atractiva posibilidad para dichas necesidades.
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Nanovesiculas similares a exosomas (NVEs) vegetales para

mejorar la entrega dirigida de carotenoides

1. Introduccion

Los carotenoides son compuestos liposolubles que se encuentran de forma natural en
algas, bacterias, hongos y plantas y son los pigmentos responsables de los colores
amarillo, naranja, rojo y purpura brillantes encontrados en ellos. Estas moléculas forman
parte de la familia de los tetraterpenoides, es decir que contienen 40 atomos de carbono.
La mayoria de los carotenoides se construyen a partir de ocho unidades de isopreno
(Maoka, 2020), los enlaces C=C conjugados en muchos de estos compuestos les
confieren la capacidad de interactuar con radicales libres y el oxigeno reactivo y, por lo
tanto, actian como antioxidantes efectivos (Young & Lowe, 2018). No obstante, debido
a que los humanos no pueden sintetizar carotenoides de manera natural, es importante
consumir frutas y verduras con un alto nivel de estos fitoquimicos para mantener un buen
estado de salud (Eggersdorfer & Wyss, 2018).

En este contexto, la actividad antioxidante se ha descrito como una de las propiedades
funcionales mas importantes de los carotenoides, debido a que los radicales libres
provocan cambios en las células que producen estrés oxidativo que ha sido relacionado
con algunos tipos de cancer, afecciones inflamatorias, aterosclerosis y la pérdida de la
vision, entre otros padecimientos (Lobo et al., 2010). Al dia de hoy, se conocen mas de
1,100 carotenoides (Yabuzaki, 2017) con actividades especificas que tienen un gran
impacto dentro de la industria médica, farmacéutica y alimentaria. Sin embargo, solo
algunos se producen sintéticamente a escala industrial.

Los carotenoides se dividen en dos grupos: carotenos, hidrocarburos los cuales no
contienen oxigeno; y xantofilas, que contienen atomos de oxigeno en grupos funcionales
hidroxi, carbonilo y carboxilico (Maoka, 2020). Los carotenos mas comunes son el a-
caroteno, el B-caroteno y el licopeno (Figura 1). Los dos primeros son precursores de la
vitamina A que se encuentra con frecuencia en las frutas y verduras amarillas y
anaranjadas, mientras que el licopeno se puede encontrar en frutos como el tomate y
confiere adicionalmente algunos beneficios cardiovasculares (Mozos et al., 2018). Por

otro lado, en los ultimos afios se han reportado alrededor de 800 nuevas xantdfilas y se
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sabe que juegan diversos roles biologicos. Por ejemplo, la B-criptoxantina, que junto con
algunos carotenos es un precursor de la vitamina A, tiene también un efecto anabdlico
sobre el metabolismo 6seo, estimulando la formacion de hueso osteoblastico e
inhibiendo la reabsorcion 6sea osteoclastica (Yamaguchi, 2012). También la luteina y la
zeaxantina son pigmentos que forman parte de la region central de la retina llamada

macula y pueden prevenir algunas enfermedades oculares (Arunkumar et al., 2020).

Licopeno

Figura 1. Estructura de los carotenos méas abundantes en la naturaleza

Una de estas enfermedades oculares es conocida como Degeneracion Macular
Relacionada con la Edad (DMRE), actualmente es la responsable de la pérdida de vista
total del 8.7% de la poblacién mundial y se proyecta que esta cifra aumente casi al doble
para el 2040 (Wong et al., 2020). La DMRE afecta la porcion de la retina responsable de
la agudeza visual de alta resolucion que permite a una persona ver detalles finos, leer,
conducir y reconocer rostros. Uno de sus primeros sintomas es la aparicion de drusas,
que son pequefios depdsitos de material extracelular, que se localizan entre las células
pigmentarias de la retina y la zona interna de la membrana de Bruch y se presentan como
lesiones palidas y amarillentas (Lim & Guymer, 2007).

Esta enfermedad se clasifica en dos tipos, no vascular y neovascular. La primera se
caracteriza por tener drusas que generan grandes areas de atrofia retinaria que se

extiende al centro de la macula y la segunda es caracterizada por el desarrollo de
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neovascularizacién coroidea, lo que puede provocar hemorragias sub-retinianas vy
desprendimiento del epitelio pigmentario, entre otros efectos (Lim & Guymer, 2007).
Dentro del cuerpo humano, los pigmentos maculares, luteina, zeaxantina y meso-
zeaxantina, se encuentran acumulados en el ojo, especificamente en la fovea, que es el
centro del campo visual en donde se reciben los rayos de luz. Ahi, estos pigmentos tienen
la capacidad de absorber la luz de alta energia y longitud de onda corta en forma de luz
azul, protegiendo a la retina de lesiones fotoquimicas y actuando como antioxidantes que
neutralizan el oxigeno reactivo y las especies reactivas del oxigeno (Eggersdorfer &
Wyss, 2018). Por ello, se ha demostrado que la suplementacion de estos carotenoides
podria ayudar a prevenir o retrasar el desarrollo de enfermedades retinarias como la
DMRE (Sauer et al., 2019).

Los exosomas, pertenecientes a las familias de vesiculas extracelulares (VE), son
particulas esféricas de tamafio nanométrico formadas por una membrana con bicapa
lipidica y que juegan un papel importante en la comunicacion celular. (Akuma et al.,
2019). Especificamente en plantas, los origenes potenciales de la produccion de VEs
son los cuerpos multivesiculares (MVB), los organelos positivos para exoquistes,
vacuolas y autofagosomas. Las VEs derivados de plantas funcionan principalmente
como transporte intracelular de materiales que promueven el crecimiento y el desarrollo,
la respuesta de defensa y la simbiosis planta-microbio.(Cui et al., 2020). Las
nanovesiculas extraidas de plantas que existen incluyen una amplia gama de estructuras
unidas a la membrana, incluidas las vesiculas extracelulares e intracelulares naturales,
que se encuentran en las plantas y liposomas sintéticos o nanovectores derivados de
moléculas derivadas de plantas. Las nanovesiculas derivadas de plantas, por otro lado,
son de particular interés debido a su posible utilidad como acarreadores naturales de
diferentes compuestos. En términos estructurales, contienen antioxidantes, lipidos,
proteinas, acidos nucleicos y metabolitos secundarios; ademas cuentan con una
membrana enriquecida con lipidos que incluye una variedad de antioxidantes
biodisponibles, lo que los convierte en una alternativa viable para el transporte de
antioxidantes sintéticos. Ademas, debido a que son aislados de alimentos que forman
parte de la ingesta diaria, las nanovesiculas derivadas de plantas tienen un alto nivel de

biocompatibilidad y potencial para la sintesis a gran escala. (Logozzi et al., 2022).
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En este trabajo se propone un sistema de entrega novedoso que utiliza nanovesiculas
extracelulares similares a exosomas (NVESs) derivadas de plantas a partir de jugo y callos
de zanahoria para la entrega de las xantéfilas zeaxantina y luteina a células oculares,
con el fin de proteger los compuestos para su entrega. En comparacién con otras
estructuras de entrega sintetizadas artificialmente, las NVEs provenientes de plantas
pueden evolucionar para convertirse en un portador natural de farmacos especificos,
protegiendo sustancias recubiertas para dirigirse a células y/o tejidos especificos (Akuma
et al., 2019).

1.1 Definicion del problema y contexto

Actualmente existe una gran cantidad de evidencia cientifica que sustenta los efectos
terapéuticos que tienen los carotenoides obtenidos a través de la dieta sobre la salud
humana. No obstante, un tema importante a considerar es la biodisponibilidad final de
estos compuestos, ya que, al provenir de los alimentos ingeridos, los compuestos pueden
estar expuestos a procesos de coccidon a altas temperaturas que disminuyen su
concentracion en las preparaciones, en donde la biodisponibilidad dependiendo del tipo
de coccién del alimento varia entre 4 y 25%, mientras que en alimentos crudos se tiene
reportada una biodisponibilidad de hasta 52% (Reif et al., 2014). Adicionalmente, una
vez ingeridos los carotenoides tienen que pasar a través de las diferentes etapas del
proceso digestivo en donde también sufren degradaciones importantes.

Tras la ingesta, los carotenoides forman micelas lipidicas que pueden ser absorbidas por
los enterocitos del intestino a través de proteinas de membrana. Una vez en los
enterocitos, los carotenoides ingresan al sistema linfatico para ser entregados al higado,
pero algunos carotenoides pueden ser absorbidos por los tejidos periféricos. Los
carotenoides que lograron llegar al higado luego se empaquetan en lipoproteinas para
viajar a través del torrente sanguineo. En este proceso circulatorio, las xantofilas se
transportan principalmente en el colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL)
(Moran et al., 2018).

Adicionalmente, entre los obstaculos que tienen que atravesar estas moléculas
bioactivas esta la barrera hematoencefalica (BHE). La BHE esta formada por el endotelio

y los vasos sanguineos y regula la entrada de sustancias al cerebro, permitiendo el
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ingreso de moléculas necesarias para la vida como el agua, oxigeno y dioxido de carbono
e impidiendo el paso de bacterias y sustancias nocivas. Esta barrera es la que dificulta
la llegada de farmacos al cerebro. Las técnicas mas utilizadas para penetrar esta barrera
son el uso de agentes biolégicamente activos como los neuro receptores, pero se siguen
investigando nuevos sistemas de nanoadministracion para la suplementacion dirigida de
farmacos (Schroeder, 1998).

En el ojo, existe una barrera similar a la BHE denominada barrera hematorretiniana
(BHR), que esta formada por el epitelio pigmentario de la retina (EPR) y la membrana de
Bruch, en donde uniones estrechas entre las células epiteliales y el endotelio vascular
proporciona un control estricto sobre la entrada y salida de sustancias para mantener la
integridad de la retina (Cunha-Vaz et al., 2011) (Rome, 2019). Por lo tanto, al comprender
los factores que afectan la permeabilidad de dicha barrera, se pueden desarrollar
métodos de administracion especificos que sean capaces de cruzar esta barrera de
manera eficiente para tener un aumento en la actividad de moléculas como los
carotenoides, los cuales tienen que superar varios obstaculos fisiolégicos para tener un
efecto terapéutico en tejidos especificos.

Por consiguiente, las NVEs derivados de plantas pueden ser un sistema de
administracion novedoso, natural y seguro, que potencialmente puede aumentar la
biodisponibilidad de estos compuestos en tejidos especificos al aprovechar las
caracteristicas estructurales de su membrana. Estas, en primera instancia facilitarian la
entrada en células de mamiferos, sin los problemas que se pudieran generar al usar VEs
de origen humano, que al ser uno de los procesos de barrido de nuestro cuerpo, con
frecuencia transportan elementos potencialmente dafinos, como sustancias quimicas
derivadas de tumores, acidos nucleicos extranos y agentes transmisibles.
Adicionalmente, las NVEs comparten caracteristicas similares con otras vesiculas como
tamafio, carga y contenido de lipidos, dando resultado funciones comparables entre
ellas, incluida la de un sistema de administracion natural entre especies (Logozzi et al.,
2022).
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1.2

Hipotesis y Preguntas de investigaciéon

La hipotesis por probar en este trabajo es:

“La entrega in vitro de carotenoides a través de nanovesiculas similares a exosomas

(NVEs) derivadas de jugo y callos de zanahoria en una linea celular ocular presenta una

mayor biodisponibilidad y mejora en la funcion que la entrega de los mismos compuestos

sin acarreador”.

Por lo tanto, las preguntas de investigacion que pretenden responderse con este trabajo

son las siguientes:

¢ Cuales son las condiciones de cultivo (fitohormonas, composicién de medio,
entre otros) que generaran un callo a partir de hojas y raices de plantas de
zanahoria?

¢ Presentaran las NVEs aisladas de jugo y callo de zanahoria una morfologia,
tamano y carga superficial similar a otras NVEs reportadas?

¢ Qué técnica de carga (difusibn pasiva o electroporacién) presenta los
rendimientos mas altos en el atrapamiento de carotenoides en las NVEs?

¢ Qué parametros de carga mediante electroporacion resultan en una mayor
eficiencia de carga?

¢ Cuales son las caracteristicas morfoldégicas mas importantes de las NVEs como
sistema de entrega para los tejidos oculares?

¢ Existe diferencia entre los perfiles de carotenoides de las NVEs en funcién de su
origen (jugo o callo)?

¢ Tienen los carotenoides y xantofilas entregadas por las NVEs una mayor
proteccion antioxidante en la linea celular ARPE-19 que los entregados sin

acarreador?
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1.3

Objetivos y Estrategia de solucion

El objetivo general de este trabajo es comparar la entrega de carotenoides a través de

NVEs derivadas de plantas contra su entrega convencional a una linea celular ocular.

Como se ha mencionado, los carotenoides son moléculas lipofilicas que necesitan cruzar

varios obstaculos como la barrera hematoencefalica y el epitelio pigmentario de la retina

para tener actividad en este tejido especifico y todo ello puede disminuir su

biodisponibilidad final.

Los objetivos particulares por alcanzar en la realizacién de este trabajo de investigacion

son:

Caracterizar el procedimiento de extraccion de NVEs a partir de jugo de zanahoria.
Establecer un cultivo de callos de zanahoria para aislar NVEs derivadas de
plantas.

Caracterizar las NVEs de jugo y callo de zanahoria en cuestiéon de morfologia,
tamano y carga superficial.

Cargar mediante electroporacion las NVEs derivadas de jugo con las xantdfilas
luteina y zeaxantina, moléculas de la familia de los carotenoides que juegan un
papel importante en la salud ocular, para después extrapolar esos procedimientos
en la carga de NVEs provenientes de callos.

Realizar la caracterizacién de carotenoides nativos y cargados con xantdfilas de
NVEs mediante HPLC-DAD.

Probar la actividad bioldgica in vitro de las NVEs en una linea celular ocular.
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1.4 Estructura de la Tesis

El presente documento esta organizado de la siguiente manera. En el Capitulo 1, se
plantea el problema de investigacion y se formula la hipotesis principal de este trabajo y
las preguntas de investigacién que se pretenden responder con este proyecto ademas
de exponer los objetivos. Posteriormente, en el Capitulo 2 se estableceran las bases
tedricas sobre las que se sustenta este proyecto. A continuacién, en Capitulo 3 se
detallan los procedimientos experimentales que se siguieron para cumplir con los
objetivos. En el Capitulo 4 se presentan los resultados obtenidos y discusion de los
mismos a lo largo del proceso experimental. Finalmente, en el Capitulo 5, se describen

las conclusiones y recomendaciones para trabajos futuros.
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2. Marco Teoérico

Este capitulo explorara el estado del arte y se divide en tres temas principales. En primer
lugar, se describen las aplicaciones de los nanovesiculas extracelulares derivadas de
plantas. Asi mismo, se describen brevemente las técnicas mas utilizadas para su

aislamiento. Finalmente se aborda el papel de las xantdfilas en la salud humana.

2.1 Aplicaciones de NVEs derivadas de plantas

El tema de las nanovesiculas naturales es actualmente muy popular sobre todo de
aquellas provenientes de tejidos y fluidos de mamiferos comunmente llamados
exosomas. Sin embargo, el interés sobre la caracterizacion y aplicaciones de
nanovesiculas de origen vegetal ha ido en aumento en los ultimos cinco afios
principalmente de aquellas que se obtienen del jugo de frutas y otros vegetales. En la
Tabla 1, se muestran las principales frutas y vegetales de las que se han aislado NVEs
y se enlistan también los principales efectos terapéuticos y las enfermedades en las que
se han estudiado.

Principalmente se han aislado nanovesiculas del género citrus, en donde la toronja y el
limoén han sido de mayor interés. De igual forma, gran parte de los esfuerzos en el tema
de nanovesiculas vegetales ha sido para elucidar los micro-ARNs (Xiao et al., 2018) y
proteinas que contienen nativamente. De hecho, al compararlas con el proteoma de
exosomas de mamiferos se descubrié que existe una gran similitud entre ambas por lo
que realizar la caracterizacion de las proteinas enddgenas puede ser una gran
herramienta para la caracterizacion de nanovesiculas independientemente de su origen
(Rome, 2019).

Una de las caracteristicas mas importantes de las NVEs derivadas de plantas es su
habilidad para transportar y proteger agentes con propiedades terapéuticas. Se cree que
la metilacién de los micro-ARNSs en plantas juega un papel importante para aumentar su
estabilidad en entornos hostiles (Perut et al., 2021). Asi mismo, mediante analisis
genomicos se puede lograr predecir relaciones entre los micro-ARNs derivados de
plantas y los posibles genes a los que van dirigidos en mamiferos. En donde los

principales hallazgos sugieren que las NVEs de plantas estan involucrados en la
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respuesta inmune mediante efectos antiinflamatorios y que también pueden tener un
papel importante en vias relacionadas con el cancer (Xiao et al., 2018), lo que abre
camino a la posibilidad de encontrar nuevas terapias anticancerigenas en tejidos
especificos.

Si bien la capacidad de cargar las nanovesiculas con agentes terapéuticos poco solubles
o que son facilmente degradables no ha sido ampliamente explotada, algunos ejemplos
encontrados sobre la encapsulacion de compuestos se centra sobre todo en agentes
utilizados en tratamientos de cancer como él 5-fluoracilo (Yang et al., 2021) vy la
doxorrubicina (You et al., 2021), los cuales tienen un peso molecular de 130 y 523 g/mol
respectivamente, lo que indica que las NVEs son capaces de encapsular moléculas de
gran tamano. Se tienen registros de que estas vesiculas ayudan a mejorar la
biodisponibilidad y absorcion celular ya que pueden unirse a agentes hidréfobos logrando
que puedan cruzar las barreras fisiologicas en los mamiferos sin la desventaja de inducir
respuesta inflamatoria o necrosis (Garaeva et al., 2021).

Hablando especificamente sobre las NVEs derivadas de zanahoria, Mu et al. (2014) han
demostrado que estas vesiculas funcionan como medio de comunicaciéon con células
intestinales en mamiferos, particularmente con macréfagos intestinales y células madre.
También sugieren que hay diferencia entre la polaridad de los perfiles de migracién de
lipidos de nanovesiculas derivadas de frutas y de raices como lo es la zanahoria.
Adicionalmente, se ha demostrado que las NVEs derivadas de zanahoria logran inducir
moléculas inmunosupresoras como la citocina IL-10, la cual es conocida por sus
propiedades antiinflamatorias y que son capaces de inducir la translocacién nuclear de
Nrf2 en macréfagos RAW 264.7 (Mu et al., 2014) y en células cardiomioblasticas H9C2.
Esto sirve de evidencia sobre la capacidad de suprimir la apoptosis causada por estrés
oxidativo al inhibir de manera eficiente la disminucion de las proteinas antioxidantes (Kim
& Rhee, 2021).
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Tabla 1. Nanovesiculas similares a exosomas (NVE) derivados de plantas, aplicaciones potenciales y patologias involucradas.

Frutas

Fuente

Carga de agente
terapéutico

Aplicacién Potencial

Enfermedad Referencia

Clementina (Citrus clementina)
Coco (Cocos nucifera)

Fresa (Fragaria ananassa)
Kiwi (Actinidia chinensis)
Limén (Citrus limon)
Mango (Mangifera indica)
Manzana (Malus domestica)
Melén amargo (Momordica
charantia)

Melén Hami (Cucumis melo var)
Moras azules (Vaccinium Spp)
Naranja (Citrus reticulata)
Papaya (Carica papaya)

Pera (Pyrus spp)

Tomate (Solanum lycopersicum)

Toronja (Citrus x paradisi)

5-fluorouracilo

Proteina
recombinante
HSP70 y BSA

Transporte y translocacion de sustancias
Efecto antiinflamatorio y vias relacionadas
con cancer
Efecto antioxidante
Efecto antiinflamatorio y vias relacionadas
con cancer

Efecto apoptético

Transporte moléculas
Transporte de sustancias e inhibié de la
proliferacion de células tumorales
Efecto antiinflamatorio y vias relacionadas
con cancer
Efecto antiinflamatorio y vias relacionadas
con cancer
Efecto antiinflamatorio y vias relacionadas
con cancer

Efecto antiinflamatorio y vias relacionadas
con cancer
Efecto antiinflamatorio y vias relacionadas
con cancer
Transporte de sustancias, efecto
antiinflamatorio y vias relacionadas con
cancer

- (Stanly et al., 2019)
- (Xiao et al., 2018)

- (Perut et al., 2021)
- (Xiao et al., 2018) (Logozzi
et al., 2021)

(Yang et al., 2020)
(Pocsfalvi et al., 2018)
(Logozzi et al., 2021)

- (Logozzi et al., 2021)
Cancer colorrectal (Fujita et al., 2018)
Carcinomay glioma (Yang et al., 2021) (Wang
et al., 2022)

Cancer gastrico

Céancer (Xiao et al., 2018)
Cancer (Xiao et al., 2018)
Cancer (Xiao et al., 2018),

(Pocsfalvi et al., 2018),

(Logozzi et al., 2021)

- (Logozzi et al., 2021)
Cancer (Xiao et al., 2018)
Cancer (Xiao et al., 2018)

Céancer de colon y
SARS-CoV-2

(Garaeva et al., 2021)

(Pocsfalvi et al., 2018)

(Kalarikkal et al, 2021)
(Xiao et al., 2018)
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Continuacién Tabla 1. Nanovesiculas similares a exosomas (NVE) derivados de plantas, aplicaciones potenciales y patologias involucradas.

Verduras

Fuente

Carga de agente
terapéutico

Aplicacién Potencial

Enfermedad

Referencia

Ajo (Allium sativum)
Chicharo (Pisum sativum)

Ginseng (Panax ginseng)
Jengibre (Zingiber officinale)

Jengibre negro (Kaempferia
parvifior)

Repollo rojo y verde (Brassica
oleracea)
Zanahoria (Daucus carota)

miR-184 y
doxorrubicina

Efecto apoptético

Efecto antiinflamatorio y vias relacionadas

con cancer
Efecto apoptético

Transporte sustancias, efecto antiinflamatorio
y vias relacionadas con cancer
Efecto antiinflamatorio e inhibicion del
crecimiento de H. pylori

Efecto antiinflamatorio, inhibicién de
apoptosis y transporte de sustancias
Efecto antioxidante y efecto antiinflamatorio

Céncer de riiidn y
pulmén

Melanoma

SARS-CoV-2

Cancer gastrico

Células humanas

Infarto y Parkinson

(Ozkan et al., 2021)
(Xiao et al., 2018)

(Cao et al., 2019)

(Kalarikkal & Sundaram,
2021) (Xiao et al., 2018)
(Nemidkanam &
Chaichanawongsaroj,
2022)

(You et al., 2021)

(Kim & Rhee, 2021) (Mu et
al., 2014)

Otras Plantas

Arabidopsis thaliana
Brassicaceae
Dendropanax morbifera
Soya (Glycine max)

Efecto anti-melanogénico
Efecto antiinflamatorio y vias relacionadas

con cancer

Melanoma

(Y. Liu et al., 2020)
(Y. Liu et al., 2020)
(Lee et al., 2020)
(Xiao et al., 2018)
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2.2 Técnicas de aislamiento y purificacion NVEs provenientes de
plantas

Los primeros pasos que determinaran la cantidad y calidad de las nanovesiculas son su
aislamiento y purificacion. En la Tabla 2, se presentan las diversas técnicas de
aislamiento y purificacion reportadas para cada tipo de planta. Existen diversos métodos
para el aislamiento. Sin embargo, la ultracentrifugacion es el método estandarizado mas
utilizado, ya que, al lograr llegar hasta fuerzas de 1,000,000 x g puede ser usada para
separar diferentes nanoparticulas. Asi mismo, cuando las diferencias entre las nano
vesiculas y los contaminantes son pequenas, es de gran utilidad usar gradientes de
sacarosa, iodixanol, sorbitol o cloruro de cesio para aumentar la eficiencia de separacién
(Zhou et al., 2020).

La ultrafiltracion también es ampliamente utilizada con estos fines, y se basa en el
principio de diferencia de tamafio, por lo que las nanovesiculas pueden aislarse utilizando
filtros de presidon y membrana con limites de exclusion de tamafo o peso molecular
definidos (Quintana et al., 2015). Si bien la ultrafiltracion es mas rapida que la
ultracentrifugacién y se ha presentado como una alternativa para el aislamiento de
nanovesiculas naturales a mayor escala y que ademas presenta mayores rendimientos
y niveles de pureza (Akuma et al., 2019), el uso de presion podria deformar y romper
vesiculas que se encuentran en la mezcla, lo que puede generar otro tipo de
contaminacion y ruido en las muestras (Li et al., 2017). Alternativamente a estos dos
métodos, Kalarikkal et al. (2020) han desarrollado un método de purificacion basado en
usar diferentes concentraciones de polietilénglicol con peso molecular de 6000 g/mol
(PEG 6000), eliminando la necesidad de usar un paso extra de purificacion, y se reporta
que se logro recuperar entre el 60 % y el 90 % de las vesiculas, las cuales ademas
exhiben caracteristicas biofisicas y bioquimicas similares a los aislados mediante
ultracentrifugacion.

Otra de las técnicas empleadas con fines de purificacion es la cromatografia de exclusién
de tamano (SEC) en donde las moléculas mas pequefias como acidos nucleicos y
proteinas son retenidas en la resina, mientras que las particulas mas grandes viajan mas

rapido y pueden ser recuperadas en el flujo.
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Tabla 2. Resumen de las técnicas de aislamiento y purificacion de nanovesiculas similares a exosomas (NVEs) derivadas de plantas reportadas

recientemente.

Frutas

Fuente

Método de aislamiento Método de purificacién

Referencia

Clementina (Citrus clementina)
Coco (Cocos nucifera)
Fresa (Fragaria ananassa)

Kiwi (Actinidia chinensis)

Limén (Citrus x limon)

Mango (Mangifera indica)
Manzana (Malus domestica)
Melén amargo (Momordica
charantia)
Meldn Hami (Cucumis melo
var)
Moras azules (Vaccinium Spp)

Naranja (Citrus reticulata)

Papaya (Carica papaya)
Pera (Pyrus spp)
Tomate (Solanum

lycopersicum)

Ultracentrifugacion Gradiente de sacarosa

Ultracentrifugacion
Centrifugacion diferencial Filtracion

Centrifugacion diferencial Ultracentrifugacion

Ultracentrifugacion y Centrifugacion Ultracentrifugacion, Dialisis y
diferencial Electroforesis
Centrifugacion diferencial Ultracentrifugacion
Ultracentrifugacion

Ultracentrifugacion Gradiente de sacarosa

Ultracentrifugacién

Ultracentrifugacion
Ultracentrifugacion y Centrifugacion Ultracentrifugacion
diferencial
Centrifugacion diferencial Ultracentrifugacién
Ultracentrifugacién

Ultracentrifugacién

(Stanly et al., 2019)
(Xiao et al., 2018)
(Perut et al., 2021)

(Xiao et al., 2018), (Logozzi et
al., 2021)

(Yang et al., 2020), (Pocsfalvi
et al., 2018), (Logozzi et al.,
2021)

(Logozzi et al., 2021)
(Fujita et al., 2018)
(Yang et al., 2021), (Wang et
al., 2022)

(Xiao et al., 2018)

(Xiao et al., 2018)
(Xiao et al., 2018), (Pocsfalvi
et al., 2018), (Logozzi et al.,

2021)
(Logozzi et al., 2021)
(Xiao et al., 2018)
(Xiao et al., 2018)
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Continuacién Tabla 2. Resumen de las técnicas de aislamiento y purificacién de nanovesiculas similares a exosomas (NVEs) derivadas de plantas

reportadas recientemente.

Toronja (Citrus x paradisi)

Centrifugacion diferencial, Ultracentrifugacion, Precipitacion a base de

polietilenglicol (PEG)

(Garaeva et al., 2021),

(Pocsfalvi et al., 2018),

(Kalarikkal et al, 2021),
(Xiao et al., 2018)

Verduras

Fuente

Método de aislamiento Método de purificacion

Referencia

Ajo (Allium sativum)
Chicharo (Pisum sativum)
Ginseng (Panax ginseng)

Jengibre (Zingiber officinale)

Jengibre negro (Kaempferia
parviflor)
Repollo rojo y verde (Brassica
oleracea)

Zanahoria (Daucus carota)

Sistema de dos fases Filtracion
Ultracentrifugacion
Ultracentrifugacion

Precipitacion a base de polietilenglicol (PEG)

Ultracentrifugacion Gradiente de sacarosa

Cromatografia de exclusion de Ultrafiltracion
tamario
Ultracentrifugacién y Cromatografia Gradiente de sacarosa y Cromatografia

de exclusion de tamafio de exclusiéon de tamafio

(Ozkan et al., 2021)
(Xiao et al., 2018)

(Cao et al., 2019)
(Kalarikkal & Sundaram, 2021)
(Xiao et al., 2018)
(Nemidkanam &
Chaichanawongsaroj, 2022)
(You et al., 2021)

(Kim & Rhee, 2021) (Mu et al.,
2014)

Otras Plantas

Arabidopsis thaliana
Brassicaceae
Dendropanax morbifera

Soya (Glycine max)

Ultracentrifugacién Gradiente de sacarosa

Ultracentrifugacién Gradiente de sacarosa
Centrifugacion diferencial Filtracion

Ultracentrifugacion

(Y. Liu et al., 2020)
(Y. Liu et al., 2020)
(Lee et al., 2020)
(Xiao et al., 2018)
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2.3 Rol de las xantofilas en la salud

La luteina y zeaxantina (Figura 2) son pigmentos que se pueden encontrar en vegetales
verdes como la espinaca, el brocoli, la remolacha y la lechuga, mientras que en el cuerpo
humano son especialmente abundantes en el centro de la févea en la macula (Granado
et al., 2003). Por ello, estas xantofilas también se denominan pigmentos maculares y
juegan un papel importante en la funcién y proteccién ocular. Estos pigmentos maculares
tienen la capacidad de absorber la luz azul, logrando proteger a la retina del dafio
fotoquimico y neutralizar el oxigeno y las especies reactivas de oxigeno reduciendo la
formacion de lipofuscina y el dafio asociado a estrés oxidativo (Eggersdorfer & Wyss,
2018). La zeaxantina es la principal xantofila macular y se encuentra concentrada en el
centro de la févea. En comparacion, la distribucion de la luteina es mas difusa a través
de la macula, pero en menor concentraciéon principalmente en la parte periférica de la
retina. La mesozeaxantina, al igual que la luteina y la zeaxantina, es un componente
exdégeno que no proviene de la dieta. En la retina, lo mas probable es que la

mesozeaxantina se genere a partir de la luteina (Mrowicka et al., 2022).

Zeaxantina

Figura 2. Estructura de las xantdfilas luteina y zeaxantina.

Se han realizado ensayos in vitro en la linea celular ARPE-19 y ensayos in vivo en
diversos modelos de estudio que demuestran que tanto la luteina como la zeaxantina
son capaces de prevenir el estrés oxidativo mediante la activacion de la fosfatidilinositol-
3-quinasa (PI3K/Akt) ademas de regular positivamente la via Nrf2/HO-1, ayudando no
solo en la DMRE, sino también en otros trastornos oculares como la retinopatia diabética,

cataratas, uveitis y en el sindrome de ojo seco (Avila-Roman et al., 2021).
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Estas xantofilas cuentan con otros efectos en la salud humana, en un estudio donde se
compara la ingesta de luteina y zeaxantina en un grupo de personas de mas de 60 anos,
se obtuvo como resultado que cuando la ingesta de estos dos compuestos era mayor el
rendimiento cognitivo en los campos de la memoria, lenguaje y funcion ejecutiva
aumentaba también. Este efecto se puede deber principalmente a que la luteina y
zeaxantina son acumuladas en las membranas de los tejidos cerebrales asumiendo un
efecto protector sobre los axones (Chen et al., 2022).

Asi mismo, otro estudio sugiere que una alta ingesta de carotenos y xantéfilas como el
a-caroteno, el 3-caroteno, la B-criptoxantina, el licopeno, y la combinacion de luteina con
zeaxantina pueden estar inversamente asociados con el riesgo de padecer sintomas
depresivos en adultos (Ge et al., 2020). Por otro lado, se tiene evidencia que la
combinacion de luteina y zeaxantina en la ingesta dietética disminuye significativamente
el riesgo de padecer sindrome metabdlico en mujeres (Zhang et al., 2021). En resumen,
una serie de propiedades beneficiosas se encuentran en la luteina y zeaxantina tales
como, antioxidantes, antiinflamatorias, neuroprotectoras, fotoprotectoras,

hepatoprotectoras, inmunomoduladoras y anticancerigenas (Khalil et al., 2015).

2.4 Biodisponibilidad de los carotenoides

Como se ha mencionado anteriormente, los carotenoides no pueden ser producidos por
los humanos, pero juegan un papel importante en procesos fisioldogicos como
provitaminas relacionadas con la vista y la coloracién de la piel, por lo que deben ser
suministrados de manera externa mediante la ingesta de alimentos como frutas vy
verduras o de suplementos. La absorcion, el transporte y la biodisponibilidad de los
carotenoides se encuentran influenciados especialmente por la cantidad, el tipo y el
entorno en el que se absorben. Mas aun, la biodisponibilidad de los carotenoides esta
influenciada por variables genéticas, la edad, el género, el estado de salud y la nutricion,
o la liberacién de estas moléculas en las comidas. Pero en esencia debido a su gran
peso molecular, la absorcion, biodisponibilidad y eficiencia de estas moléculas es muy
baja (Razavi et al., 2022), ademas de ser sensibles a la luz, a el calor, el pH y el estrés
oxidativo (Toragall et al., 2020).
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Al ser moléculas muy hidrofobas, los carotenoides son encapsulados en el espacio
interior de micelas que ayudan a mejorar su solubilidad y la absorcion por la mucosa
intestinal al incorporarse en quilomicrones y ser liberados en la linfa. Después de que los
carotenoides son liberados, estos son transportados por lipoproteinas de alta densidad
(HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y, en menor medida por lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL). Por su parte, las xantdfilas luteina y su isdmero zeaxantina
presentan una mayor polaridad en comparacion con los carotenos. De hecho, al ser
solubles en grasa, necesitan de esta para lograr una absorcion mas eficiente en el
intestino delgado y asi ser transportados a través del torrente sanguineo a varios tejidos
del cuerpo, en donde se almacenan principalmente en el tejido adiposo y los hepatocitos
(Mrowicka et al., 2022).

Estas moléculas presentan grandes efectos terapéuticos debido a sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias, pero por sus caracteristicas estructurales su uso
terapéutico se ve dificultado. Por ello, es necesario encontrar nuevas maneras de
aumentar su estabilidad y biodisponibilidad. En este tenor, se han estudiado diversas
técnicas de nanoencapsulacion como las nanoparticulas poliméricas, transportadores de
lipidos nanoestructurados, nanoemulsiones, nanoparticulas de lipidos solidos,
nanosuspensiones, liposomas de tamafio nanométrico, micelas con proteinas y
polisacaridos para evaluar si se puede lograr aumentar su biodisponibilidad. Aunque se
han tenido resultados positivos, se requieren encontrar alternativas que sean
biocompatibles, biodegradables y no toxicas para que sean de utilidad en las industrias

alimentaria y farmacéutica (Toragall et al., 2020).
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3. Metodologia

En este capitulo se presenta la metodologia (Figura 3) de los procedimientos
experimentales para cumplir con los objetivos general y especificos previamente
establecidos. La metodologia se plante6 en tres etapas principales. La primera etapa se
realiz6 para el establecimiento de un cultivo celular de callos de zanahoria para la
obtencion de las NVEs, y con la extraccion de estas mismas a partir de jugo de zanahoria.
En la segunda etapa se realiz6 el aislamiento y purificacion de las NVEs, la carga con
carotenoides y analisis conformacional de las mismas, seguida de la caracterizacion de
carotenoides mediante cromatografia de liquidos (HPLC-DAD). Por ultimo, la tercera
etapa consiste en probar las NVEs in vitro en una linea celular del epitelio pigmentario
de la retina humana (ARPE-19) para verificar si la entrega de los compuestos es mas

eficiente usando a las NVEs como método de entrega.

4

>

Etapa 1
FEEEEEEEN

Etapa 2

Figura 3. Descripcion grafica de las tres principales etapas de experimentacion.
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3.1 Aislamiento y purificacién de NVEs de jugo de zanahoria

Las zanahorias fueron adquiridas de comercio local y enseguida fueron lavadas con
extran al 20% y peladas para posteriormente obtener el jugo en un extractor comercial
(T-fal, Ciudad de México, México). Se realizé el aislamiento de las nanovesiculas
mediante una centrifugacion secuencial en una ultracentrifuga con un rotor SW 55 Ti
(Beckman Coulter, Brea, CA) como se describe a continuacion: 1,000 x g durante 10
minutos, 3,000 x g durante 20 minutos y 10,000 x g durante 40 minutos y finalmente
150,000 x g durante 90 minutos. El pellet obtenido después de la dultima
ultracentrifigacion se resuspendioé en 3 mL de PBS (0.137M NacCl, 0.0027 M KCI, 0.01 M
Naz2HPO4, 0.0018 M KH2POa4). Para la purificacion de las nanovesiculas se transfiri el
pellet a un gradiente de sacarosa (15%/30%/45%/60%) y se centrifugd a 150,000 x g
durante 120 minutos (Mu et al., 2014). La banda entre la capa del 30%/45% se separé y
se sometidé a un lavado con PBS a 150,000 x g durante 90 minutos. El pellet nuevamente

se resuspendio en 3 mL de PBS y se guardé a -80°C hasta su uso.

3.2 Establecimiento del cultivo celular de callo de zanahoria

Se esterilizaron semillas de zanahoria adquiridas comercialmente con 20 mL de etanol
(70%) por 15 minutos, posteriormente se pasaron a 20 mL de una solucién de hipoclorito
de sodio (0.5%) por 10 minutos y se realizaron 3 lavados con 20 mL agua destilada
(Hardegger & Sturm, 1998). Las semillas se germinaron en oscuridad a 25°C por 2
semanas en medio MS suplementado con 30 g/L de sacarosa, pH 5.8, solidificado con
0.8% Phytagel hasta que las plantas tuvieran una longitud de 10 cm aproximadamente.
Para la generacion de callo, se cortaron secciones de 1 cm de raices y hojas, se
agregaron a 50 mL de medio Gamborg B5 suplementado con 1 g/L 2,4-D, 30 g/L de
sacarosa, pH 5.8, se mantuvo por 8 semanas en una incubadora (VWR, Radnor, PA,
USA) con agitacion a 26°C y 125 rpm en condiciones de oscuridad (Phillips et al., 1995).
Cada 4 semanas se realiz6 un subcultivo, decantando el 90% del medio liquido Gamborg

B5 y agregando 40 mL de medio nuevo.
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3.3 Aislamiento y purificacion de las NVEs de callo de zanahoria

Se realizo lisis celular del callo generado a partir de raiz y hojas de zanahorias usando
una sonda de sonicacion por 2 minutos (Woith et al., 2021). Posteriormente se realizo el
aislamiento de las nanovesiculas mediante una centrifugacion secuencial en una
ultracentrifuga con un rotor SW 55 Ti (Beckman Coulter, Brea, CA) como se describe a
continuacion: 1,000 x g durante 10 minutos, 3,000 x g durante 20 minutos y 10,000 x g
durante 40 minutos y finalmente 150,000 x g durante 90 minutos. El pellet obtenido
después de la ultima ultracentrifugacién se resuspendioé en 0.5 mL de PBS (0.137M NaCl,
0.0027 M KCI, 0.01 M NazHPO4, 0.0018 M KH2PO4) y se guardo a -80°C hasta su uso.

3.4 Caracterizacion de las NVEs

La morfologia se evalué mediante microscopia electronica de barrido (SEM) siguiendo la
metodologia descrita por Danoso-Quezada et al. (2020). Para ello, primero se lavaron
dos veces las NVEs con agua ultrapura para quitar los excesos de sales. Después, se
deshidrataron las muestras en un desecador de vidrio durante al menos 12 h y se
analizaron por SEM en un equipo Zeiss EVO MA 25 (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Germany) después de ser recubiertas con polvo de oro. La concentracion de las NVEs
es presentada como la concentracién de proteina cuantificada mediante el kit de ensayo
de proteina de acido bicinconinico (BCA) (Thermo Scientific, Rockford, IL). Para esto, se
elabor6 una curva de calibraciéon de BSA en un rango de concentracion de 0 a 2 mg/mL.
En una microplaca de 96 pocillos, se colocaron 9 yL de BSA o de las nanovesiculas
previamente diluidas 1:10 y 260 pL del reactivo de trabajo del kit. Posteriormente se
incubd la placa a 37°C por 30 min y finalmente se midié la absorbancia a 562 nm en un
lector de microplacas (BioRad, Hercules, CA, USA). Todas las muestras se realizaron

por triplicado.
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3.5 Analisis tamano de particula y carga superficial

Se realizo la medicion del tamafio hidrodinamico de las particulas y la carga superficial
mediante dispersion dinamica de luz (DLS) utilizando el equipo Zetasizer Nano ZSP
(Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Las medidas se realizaron haciendo una
dilucién 1:10 en PBS a pH 7.2 y 25 °C. Se realizaron tres mediciones independientes en
cada caso (Mu et al., 2014).

3.6 Carga de las NVEs y analisis de la eficiencia de carga obtenida

Para la carga de carotenoides se mezclaron las NVEs suspendidas en PBS con 1.6
Mg/mL de una mezcla de las xantéfilas zeaxantina/luteina (85:15) y 0.4 mL de buffer de
electroporacion (21% sacarosa, KH2PO4 1.15 mM y NaCl 25 mM, pH 7.4) (Fuhrmann et
al., 2015). La electroporacion se realizé en cubetas Gene Pulser (Bio-Rad Laboratories,
Cat. No 1652086) equipadas con un extensor de capacitancia, con las condiciones

mostradas en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de voltaje y capacidad para cada método de carga de las NVEs mediante
electroporacion.

Voltaje Capacitancia Referencia
Control Carga Pasiva 1h@RT (Donoso-Quezada et al., 2020)
Carga 1 200 mV 50 uF (Donoso-Quezada et al., 2020)
Carga 2 250 mV 125 uF (Lennaard et al., 2022)
Carga 3 200 mV 500 uF (Fuhrmann et al., 2015)

3.7 Caracterizacion de Carotenoides

La extraccidon de carotenoides de las NVEs de jugo de zanahoria se realiz6 siguiendo la
metodologia citada por Cuéllar-Villarreal et al. (2016) con algunas modificaciones.
Se utilizé 0.1 mL de muestray 1 mL de solvente de extraccion acetona/etanol (1:1) con
BHT (0.1%) como antioxidante, posteriormente la muestra fue sonicada por 5 min y
posteriormente centrifugada a 100,000 x g por 10 min. Luego el sobrenadante fue
transferido a un nuevo tubo y se realizé una re-extraccion del pellet como se describid
previamente hasta que ya no habia color visible en el pellet. Los extractos de

acetona/etanol obtenidos se combinaron y se llevaron hasta sequedad utilizando un
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concentrador SpeedVac (ThermoScientific, Whaltham, MA, USA) a temperatura
ambiente (~25°C) y 30 Torr de presion. Posteriormente el extracto fue resuspendido en
2 mL de hexano y 5 mL de agua destilada para realizar una purificacion de carotenoides
mediante el uso de un embudo de separacion, el cual se agito moderadamente por 10
segundos, se recuperod la fase organica (hexano) para ser llevada a sequedad en un
concentrador SpeedVac a temperatura ambiente (~25°C) y 30 Torr de presion.
Finalmente, la muestra se reconstituyé en 5 mL de isopropanol grado HPLC y se filtrd
con un acrodisco de 13 mm de nylon de 0.22um y fue transferido a un vial de HPLC al
cual se le desplazo oxigeno en espacio de cabeza utilizando nitrégeno gas grado
industrial. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su analisis. Los extractos de
carotenoides de las NVEs cargadas y sin carga se analizaron mediante HPLC-DAD, con
una columna YMC C30 (5 ym, 4.6 mm x 150 mm) a 25°C para la separacion
cromatografica de los carotenoides por medio de un gradiente no lineal (Tabla 4) de fase
movil A (metanol:agua, 96:4 v/v) y fase movil B (MTBE 100%), programado a un flujo de
0.75 mL/min. El detector PDA fue programado en un barrido de 400 a 600nm y los datos
fueron extraidos a una longitud de onda de 450 nm (Viacava et al., 2021). Para su
cuantificacion se realizaron curvas de calibracion utilizando estandares comerciales de
zeaxantina y luteina (85:15) en un rango de 0.5-10 ppm. Los resultados fueron

expresados en ug equivalentes de zeaxantina/ug de proteina.

Tabla 4. Gradiente no lineal de las fases A y B utilizado en HPLC-DAD.

Tiempo (min) Fase A (%) Fase B (%) Flujo (mL/min)
MeOH:H20 (96:4) MTBE
0 95 5 0.75
10 90 10 0.75
40 55 45 0.75
45 25 75 0.75
50 0 100 0.75
55 0 100 0.75
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3.8 Determinacion de viabilidad celular

Los efectos de las NVEs cargados con zeaxantina y luteina se probaron en una linea
celular del epitelio pigmentario de la retina humana (ARPE-19) (ATCC, Manassas, VA,
USA). Las células se cultivaron con DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) suplementado con PBS al 10%, incubadas a 37°C y CO2en una atmosfera de
aire humidificado al 95%. Después de que los cultivos alcanzaran la confluencia, las
células se separaron con solucion de tripsina EDTA y se subcultivaron en una microplaca
de 96 pocillos. Para el ensayo de viabilidad celular se probaron dos controles y 5
tratamientos con dos concentraciones de carotenoides equivalentes de zeaxantina de
0.1 y 0.2 yg/mL, descritos en la Tabla 5, y los cuales se dejaron incubar durante una
hora antes de agregar el agente oxidante. Para imitar las condiciones de estrés oxidativo,
se realizé una estimulacion con peroxido de hidrogeno (H202) (600 uM) diluido en el
buffer HBSS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) y se dejo en
incubacion por 24 horas (Han et al., 2018). Después del tratamiento con H202 y las NVEs,
solos o0 en combinacion, se evalué la viabilidad celular mediante el ensayo de
proliferacion celular CellTiter 96® AQueous One Solution (MTS) (Promega, Madison,
WI), siguiendo las instrucciones del fabricante, brevemente, se agregaron 10 yL de MTS

y se incubd la placa por una hora para finalmente medir la absorbancia a 490 nm.

Tabla 5. Tratamientos evaluados en el ensayo de viabilidad celular.

Células

Control Células + H202

Células + Zeaxantina/Luteina (85:15)
Tratamiento Células + NVEs de jugo sin carga

Células + NVEs de jugo cargadas

Células + NVEs de callo sin carga

Células + NVEs de callo cargadas
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3.8 Analisis Estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el software estadistico Minitab®
21.1 (Minitab, Inc., 2017, EE. UU.). Los analisis estadisticos se realizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor y las comparaciones de medias se
realizaron mediante la prueba LSD Fisher («=0.05). Adicionalmente se realizé un ANOVA
de tres factores (concentracion de carotenoides, fuente de las NVEs y tratamiento de
carga), con la finalidad de discutir si el efecto observado se debe a un efecto interactivo
entre las variables independientes de estudio, o bien, a un sdélo factor. Todos los
resultados presentados se expresan como la media + la desviacidon estandar de por lo

menos tres repeticiones.
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4. Resultados y discusion
4.1 Caracterizacion de las NVEs

Mediante la técnica de ultracentrifugacion se logro obtener nanovesiculas de dos fuentes,
jugo y callo de zanahoria. Las nanovesiculas fueron caracterizadas como similares a
exosomas basadas en su morfologia observada mediante un microscopio electronico de
barrido (SEM), distribucion de tamafno y carga superficial. Las NVEs derivados de jugo
de zanahoria, fueron purificadas mediante gradiente de sacarosa para eliminar particulas
y proteinas que no son de interés, recuperando la banda 2 entre 35%/40% en el gradiente
(Figura 4a), las bandas 1, 3 y 4 se excluyeron en los siguientes estudios porque la
literatura consultada (Mu et al., 2014) y los datos preliminares de tamafno y carga,
sugieren que estas no tienen las caracteristicas propias de las NVEs. La imagen del SEM
muestra nanovesiculas esféricas con un diametro promedio de 647.6 nm (Figura 4b).
Mediante el analisis de DLS se encontré6 que las NVEs estan distribuidas en dos
poblaciones de diametro promedio de 231.4 £22.04 nmy 1210 £ 219.5 nm con una carga
superficial de -9.85 £ 1.04 mV (Figura 4c). Estos resultados son congruentes con
descripciones previas sobre NVEs derivados de jugo de zanahoria en cuanto a tamafio
y morfologia (Mu et al., 2014).
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Figura 4. Identificacién y caracterizacion de nanovesiculas similares a exosomas (NVEs) derivadas de
jugo de zanahoria. a) Bandas formadas después de la ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa. Los
ndameros |, Il, Il y IV corresponden a las bandas 15%/30%/45%/60% respectivamente. b) Analisis
morfolégico por SEM. La barra de escala corresponde a 200 nm. c¢) Distribucion de tamafios de exosomas

obtenidos por DLS. Dos poblaciones de diametro promedio de 231.4 £ 22.04 nm y 1210 £ 219.5 nm.
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Por su parte, las NVEs derivados de callo de zanahoria, fueron aisladas después de
cultivar tallos y hojas de plantas de zanahoria por 3 meses para generar el callo (Figura
5a). Aunque la gran mayoria de NVEs son aisladas del jugo de frutas y verduras, es
importante encontrar fuentes alternas para el aislamiento de este tipo de vesiculas en
donde se pueda tener un mayor control de las moléculas presentes de forma nativa y
cuya produccién sea llevada bajo condiciones ambientales controladas, lo que ayudaria
a garantizar la consistencia de las NVEs y sus componentes, por lo que aislar NVEs del
cultivo celular de callo presenta estas ventajas (Woith et al., 2021) . La imagen del SEM
muestra nanovesiculas de forma esférica con un diametro promedio de 357.5 nm (Figura
5b). Mediante el andlisis de DLS se encontr6 que las nanovesiculas similares a
exosomas provenientes de callo estan distribuidas en dos poblaciones de diametro
promedio de 396.1 £ 17.14 nm y 1631 + 264.9 nm con una carga superficial de -1.26 +
0.02 mV (Figura 5c). En ambos casos, las NVEs muestran una morfologia esférica, con
una distribucion de tamafo dividida en dos poblaciones con un alto indice de
polidispersidad (>0.65) lo que indica una distribucién de tamafio de particula multimodal
y con una carga superficial negativa debido a la membrana de fosfolipidos cargados
negativamente (Sokolova et al., 2011).
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Figura 5. Identificacion y caracterizacion de nano vesiculas similares a exosomas (NVEs) derivadas de
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callo de zanahoria. a) Cultivo celular de callo de zanahoria. b) Analisis morfoloégico por SEM. La barra de
escala corresponde a 200 nm. c¢) Distribucion de tamafios obtenidos por DLS. Dos poblaciones de diametro
promedio de 396.1 + 17.14 nm y 1631 + 264.9 nm.
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4.2 Evaluacion del perfil de carotenoides en NVEs

Los extractos de carotenoides de las NVEs derivadas de jugo y callo de zanahoria se
caracterizaron por HPLC-DAD, los componentes encontrados se presentan en la Tabla
6. En la Figura 6a, se muestra el cromatograma del perfil de carotenoides de las NVEs
derivados de jugo en donde se observan hasta 12 picos cromatograficos presentes en la
muestra, para los cuales se utilizaron diferentes metodologias para identificar los
compuestos, entre ellas la comparacion directa con el tiempo de retencion y los espectros
de maxima absorcién obtenidos de estandares comerciales (A); la comparacion con
espectros de maxima absorcidon reportados en literatura (B); y el orden de elucién
reportado en la literatura utilizando metodologias similares a las del proyecto actual (C).
En el presente proyecto se logro identificar 8 carotenoides en el perfil nativo de las NVEs,
de los cuales 3 son xantdéfilas y 5 son carotenos, siendo el All-frans-B-caroteno el de
mayor abundancia en una concentracion de 0.44 nug equivalentes de zeaxantina/ug de
proteina, constituyendo el 37.7% de los carotenoides totales presentes en las NVEs. A
este lo sigue el 9-cis-p-caroteno (0.25 ug equivalentes de zeaxantina/ug de proteina) y
la All-trans-luteina (0.11 ug equivalentes de zeaxantina/ug de proteina). Esto es similar
a reportes previos sobre el perfil de carotenoides en jugos de zanahoria (Purkiewicz et
al., 2020), lo que quiere decir que las NVEs comparten un perfil similar al de los
carotenoides de la fuente de la que fueron aislados, en este caso el jugo de zanahoria.

En contraste, en la Figura 6b, se presenta el cromatograma del extracto de los
carotenoides de las NVEs derivadas de callo de zanahoria, en donde no se observa
ningun pico cromatografico, lo que indica que las NVEs derivadas de callo de zanahoria
no cuentan de manera nativa con carotenoides, siendo congruente con reportes previos
en literatura. En este sentido, Oleszkiewicz et al. (2018) reportaron que el callo obtenido
in vitro a partir de segmentos de raiz de zanahoria presenté una tonalidad blanquecina,

siendo pobre en contenido de carotenoides.
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Tabla 6. Caracterizacion cromatografica y espectroscépicas de los carotenoides de las nanovesiculas

similares a exosomas (NVEs) derivadas de jugo de zanahoria.

Numero tr %" Amax (nm)  Concentracion® Identificacion Método de
de pico? (min) tentativa Identificacion?

1 223 6.9 424,444,474 0.11 All-trans-luteina AB,C

2 243 0.2 428,452,480 0.01 All-trans-zeaxantina A B,C

3 27.2 1.4 - 0.03 -

4 28.5 1.1 - 0.02 -

5 31.2 41 430, 452, 480 0.07 All-trans-$3- B,C

criptoxantina
6 337 32 - 0.06 -
7 343 55 338, 428, 0.09 15-cis-B-caroteno B,C
450, 478
8 36.6 1.5 428,450, 474 0.03 All-trans-a-caroteno B,C
9 38.3 298 424, 446, 0.44 All-trans-B-caroteno A B, C
474

10 409 16.8 430, 452, 480 0.25 9-cis-B-caroteno B,C

11 42.6 1.6 - 0.03 -

12 499 0.6 444,472,506 0.20 All-trans-licopeno A, B, C,

aNumero de pico cromatografico asignado de acuerdo con el orden de elucién del cromatograma de la

Figura 7.

bPorcentaje del area del pico.
¢Concentracioén reportando en ug equivalentes de zeaxantina/ug de proteina.
dMétodo de identificacion utilizado: comparacién directa con tiempo de retencion y espectros de maxima
absorcién obtenidos de estandares comerciales (A); comparacion con espectros de maxima absorcién
reportados en literatura (B);y orden de elucién reportados en la literatura utilizando metodologias similares
a las del proyecto actual (C) (De Rosso & Mercadante, 2007), (M. H. Liu et al., 2021), (Song et al., 2016).
tr, Tiempo de retencion.
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Figura 6. Cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD del perfil de carotenoides de las nanovesiculas

similares a exosomas (NVEs) derivadas de jugo de zanahoria. a); y callo de zanahoria b). La identificacion

de los picos cromatograficos se describe en la Tabla 6.
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4.3 Evaluacion de la eficiencia de carga de carotenoides en NVEs

Las propiedades de carga de los carotenoides en las NVEs se estudiaron utilizando una
solucion de zeaxantina/luteina (85:15) a una concentracién de carga de 1.2 pg/mL, ya
que dentro de los pigmentos maculares, la zeaxantina es la que se encuentra en mayor
proporcion y tiene un efecto antioxidante potenciado en la region de la macula (Thomas
& Harrison, 2016). Asi mismo, segun el perfil nativo de las NVEs de jugo de zanahoria
(Figura 6), se encontré que la zeaxantina se encuentra en una concentracion muy baja,
representando el 0.8% de los carotenoides totales, por lo cual se decidio cargar las NVEs
con una mayor proporcion de zeaxantina. La mayor eficiencia de carga para zeaxantina
(90.5 + 4.06 %) se present6 cuando se utilizd la carga 1 de electroporacién a 200 mV'y
50 uF siendo estadisticamente significativo en comparacion con los otros métodos de
carga empleados (Tabla 7). Sin embargo, la carga 3 (200 mV, 500 uF) y el control
obtenido por difusiéon pasiva no presentan diferencias estadisticas en la eficiencia de
carga de zeaxantina (p>0.05). En el caso de la luteina la mayor eficiencia de carga (64.5
1 13.46 %) se presentd cuando se utilizé electroporacion a 250 mV y 125 yF (Carga 2),
sin embargo, no se presento diferencia estadistica (p>0.05) comparado con la Carga 1.
Cabe resaltar que para ambos compuestos se obtuvieron buenas eficiencias de carga
de la solucién de zeaxantina/luteina solamente por difusion (Control) mayores al 50%,
esto se podria deber a que estos compuestos son solubles en grasas (Mrowicka et al.,
2022) y la membrana de las NVEs estd compuesta principalmente por lipidos, lo que
pudo facilitar la entrada de estos compuestos a las NVEs. Sin embargo, las cargas
asistidas por electroporacién si presentaron una mayor eficiencia al compararse

solamente con la difusion pasiva.

Tabla 7. Eficiencia de carga de las xantdfilas zeaxantina y luteina (85:15) en nanovesiculas similares a

exosomas (NVEs) derivados jugo de zanahoria mediante distintos métodos de carga.

Eficiencia de carga (%)

Zeaxantina Luteina Carotenoides
totales
Control (1h, RT) 71.5+2.6° 51.8+ 2.2° 56.1+ 2.8°
Carga 1 (200 mV, 50 uF) 90.5+5.22 59.2 + 2.92P 68.9 + 11.6°2
Carga 2 (250 mV, 125 uF) 78.3+4.9° 64.5+12.6° 63.6 + 4.8%°
Carga 3 (200 mV, 500 uF) 74.0 + 3.00¢ 545+ 2.6° 56.6 + 5.6°

El resultado mostrado es la media * DE (n=3). Letra diferente para la misma columna son
significativamente diferentes (valor p < 0.05).
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Basados en los resultados de las eficiencias de carga de las NVEs derivados de jugo de
zanahoria, se selecciono la condicion con mayor carga para la xantofila zeaxantina,
siendo el carotenoide utilizado en mayor proporcidn, correspondiente a 200 mV, 50 uF,
con la finalidad de evaluar esta condicion como método de carga para las NVEs
derivados ahora de callo de zanahoria.

En la Figura 7, se puede observar que las NVEs derivados de jugo de zanahoria lograron
cargar 14% mas luteina y zeaxantina en combinacion, comparados con las NVEs de
callo. Esto es interesante debido a que las NVEs de jugo a pesar de contener
carotenoides de manera nativa y de tener un tamafo de diametro promedio menor en
comparacién con las derivadas de callo lograron encapsular una mayor cantidad de las
xantofilas durante la carga. Esto podria deberse a diferencias en la composicién de la
membrana lipidica de cada NVEs, sugiriendo que posiblemente las NVEs derivadas de
jugo de zanahoria permiten una mayor permeabilidad para compuestos polares como
son estas xantdfilas. Estudios previos han demostrado que las xantdéfilas, zeaxantina y
luteina, tienen mayor predisposicion por ciertos tipos de lipidos (Zaripheh & Erdman,
2002) (Thomas & Harrison, 2016). Mas aun, considerando los valores obtenidos de carga
superficial o potencial Z de las membranas de las NVEs provenientes de callo y de jugo
de zanahoria (i.e., -1.26 £ 0.02 mV y -9.85 + 1.04 mV, respectivamente) se puede concluir
que la composicion lipidica de las membranas es sumamente diferente. Estas diferencias
considerables en la composicién afectan el microambiente eléctrico de las vesiculas al
momento de estar sometidas al proceso de electroporacion. Sin embargo, es necesario
mas informacién sobre el perfil lipidico de los NVEs para poder elucidar el mecanismo
de entrada de los carotenos y xantdfilas.
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Figura 7. Eficiencia de carga de xantdfilas zeaxantina y luteina (85:15) en nanovesiculas similares a
exosomas (NVEs) derivados de jugo y callo de zanahoria mediante electroporacién a 200 mV y 50 yF. Las
barras representan la eficiencia promedio + la desviacion estandar (*p-valor < 0.05).
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4.4 Anadlisis del efecto antioxidante de las NVEs en células oculares
ARPE-19

Se realizd un ensayo para probar el efecto antioxidante de las NVEs cargadas con
xantofilas y sin cargar basado en la viabilidad de células del epitelio pigmentario de la
retina humana (ARPE-19) debido a que se ha reportado que tienen propiedades
estructurales y funcionales comparables al RPE humano (Thomas & Harrison, 2016).
Para el presente estudio se evaluaron las concentraciones de 0.1 y 0.2 ug/L de
carotenoides equivalentes de zeaxantina para las NVEs derivadas de jugo y callo de
zanahoria previamente cargadas con las xantofilas zeaxantina y luteina, en coincubacion
con H202 como agente oxidante (Figura 8). Ambas xantofilas estan caracterizadas por
presentar una fuerte actividad antioxidante al capturar radicales libres y contar con una
estructura de doble enlace conjugado actuando como filtros contra la dafina luz azul de
onda corta (Mrowicka et al., 2022).

En la Figura 8a se puede observar que se obtuvo una mayor viabilidad celular con las
NVEs provenientes de jugo sin carga en comparacion con la solucidon de
zeaxantina/luteina (85:15) y las NVEs de jugo cargadas. Sin embargo, en el tratamiento
de las NVEs de jugo sin carga las células presentaron un cambio en su morfologia al
cambiar a un color anaranjado, lo que pudo haber interferido con la lectura de la
absorbancia al realizar el ensayo de viabilidad generando una lectura mayor, lo que no
implica que se haya logrado tener una mayor proteccion contra el agente oxidante con
este tratamiento. Este cambio de color observado se puede deber a la acumulacion en
las células de All-frans-p-caroteno, molécula que se encuentra presente en mayor
abundancia de manera nativa en las NVEs derivadas de jugo en una concentracion de
0.44 ug equivalentes de zeaxantina/ug de proteina, y del cual se presentan solamente
trazas en la retina en condiciones normales (Thomas & Harrison, 2016). En contraste,
este cambio de color en las células no se presentd con ningun otro tratamiento, lo que
puede deberse a que la permeabilidad en la linea celular del 3-caroteno se ve disminuida
cuando es suministrado en conjunto con algunas xantofilas como es el caso de la
zeaxantina y luteina (Zaripheh & Erdman, 2002) y a que las mismas células muestran
una mayor preferencia por estas xantéfilas en comparacion con el B-caroteno (During et
al., 2008).
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Sin embargo, para tener datos con mayor certeza sobre si el B-caroteno presente de
manera nativa en las NVEs de jugo de zanahoria presenta o no un mayor efecto
protector, en comparacion con las xantofilas zeaxantina y luteina, se requiere hacer un
ensayo de viabilidad que no sea colorimétrico, debido a que las NVEs de jugo sin cargar
presentaron una viabilidad celular del 95.7% a una concentracion de 0.2 pg/mL de
carotenoides equivalentes de zeaxantina, comparable con lo que se obtuvo de las NVEs
de callo cargadas. Esto podria indicar que los carotenoides que se encuentran de manera
natural en las NVEs de jugo, serian suficientes para proteger a las células del estrés
oxidativo.

En la Figura 8b se puede observar la obtencion de una mayor viabilidad con las NVEs
derivadas de callo cargadas a una concentracion de 0.2 yg/mL de carotenoides
equivalentes de zeaxantina con un 96.8% de viabilidad siendo estadisticamente
significativo en comparacién con la solucion de zeaxantina/luteina (85:15) y las NVEs de
callo sin carga, pero sin diferencia significativa entre las concentraciones de 0.1 y 0.2 de
ese mismo tratamiento. En el tratamiento donde se incubaron las células con el agente
oxidante y las NVEs derivadas de callo sin cargar se observo una disminucién de la
viabilidad celular de casi el 20% comparado con las células incubadas solamente con el
agente oxidante (60%), por lo que este comportamiento podria sugerir que las NVEs
provenientes de callo cargadas por difusion pasiva (Control) se cargaron con cierto
porcentaje del agente oxidante que se encontraba libre en el medio lo que pudo facilitar
su transporte al interior de la célula disminuyendo asi la viabilidad celular. Sin embargo,
hacen falta mas experimentos para aseverar esta hipotesis.

No obstante, al comparar los tratamientos con las NVEs cargadas derivadas de jugo y
callo a una concentracion de 0.2 pg/L de carotenoides equivalentes de zeaxantina, se
puede observar que las NVEs derivadas de callo presentan la mayor viabilidad celular
con una diferencia significativa entre ambas (p < 0.05) siendo 32% mayor que la
viabilidad otorgada por las NVEs de jugo. Esto podria ser debido a que las células de
callo que presentan un color blanquecino tienen una baja biosintesis de carotenoides,
que altera la composicion de proteinas, pectinas y extensinas y disminuye los niveles en
los que se encuentran presentes generando que la pared celular de estas células no

tenga suficiente rigidez (Oleszkiewicz et al., 2021). Esta caracteristica puede
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extrapolarse a las NVEs derivadas de callo, que presenten una membrana menos rigida
facilitando el intercambio de las xantéfilas previamente cargadas con la linea celular. Por
otro lado, los carotenoides cargados en las NVEs de jugo de zanahoria (que
probablemente presentan mayor rigidez en su membrana), se encuentran acoplados a
la membrana por medio de interacciones lipido-proteina (Reszczynska et al., 2015), que
presentan interacciones mas fuertes y dificultan su intercambio con las células.
Nuevamente, las diferencias relacionadas con la rigidez de la membrana entre las NVEs
provenientes de jugo y las NVEs provenientes de callo puede relacionarse directamente
con las diferencias descritas previamente sobre la carga superficial de las mismas en
donde el potencial Z obtenido para las NVEs de callo es considerablemente mas positivo
que el observado en las NVEs provenientes de jugo de zanahoria. Por lo que, a partir de
los resultados obtenidos y discutidos anteriormente, se realizé un analisis factorial, para
observar como afecta cada variable (i.e., concentracion total de carotenoides, fuente de
las NVEs y tratamiento de carga) al efecto antioxidante protector sobre el agente
oxidativo en las células. En esto se encontré que las variables que tienen un efecto sobre
la actividad antioxidante en las células (p < 0.05) son la fuente de las NVEs y el
tratamiento de manera global mientras que la concentracion empleada (i.e., 0.1 y 0.2
Mg/L de carotenoides equivalentes de zeaxantina) demostré no tener un efecto sobre la
actividad antioxidante en las células, ademas que ninguna interaccidn de estas variables
resulto estadisticamente significativa (p > 0.05).

Con los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo se puede considerar que la
entrega in vitro de carotenoides a través de NVEs derivadas de jugo y callos de zanahoria
cargadas con xantdfilas mediante electroporacion a 200 mV y 50 yF en la linea celular
ARPE-19 presenta una mayor biodisponibilidad y mejora en la funcién comparado con la
entrega de los mismos compuestos sin ningun tipo de acarreador. Como se ha
mencionado, las NVEs derivadas de callo exhibieron un mejor funcionamiento que las
NVEs derivadas de jugo. Mas aun se puede inferir que las caracteristicas morfolégicas y
fisicoquimicas de la membrana lipidica caracteristica de cada una de las NVEs juega un
papel importante en la interaccibn que se da con la carga de compuestos y sus

interacciones en el proceso de entrega a la linea celular, facilitando en este caso el
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intercambio de carotenoides entre ambas, pero con diferencias importantes que

dependen de la fuente misma de las nanovesiculas.
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Figura 8. Ensayo de bioactividad de las diferentes formulaciones de nanovesiculas similares a exosomas
(NVEs) de jugo y callo de zanahoria a las 24 h de coincubacién con la linea celular ARPE-19 y el agente
oxidante (H202). Bioactividad del extracto de zeaxantina/luteina (85:15) sin vehiculo, y de las NVEs sin y
con carga del extracto de carotenoides derivadas de jugo (a); y callo (b) de zanahoria. Los resultados se
expresan como porcentaje de viabilidad celular y las barras representan el promedio de 3 réplicas + la
desviacion estandar (*p-valor<0.05). La linea punteada representa la viabilidad celular solamente con el
agente oxidante (H202).
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5. Conclusiones y Perspectivas

En conclusidn, se logré demostrar que se pueden aislar exitosamente nanovesiculas de
jugo de zanahoria, asi como de un cultivo de células indiferenciadas como lo son los
callos de esta misma, presentando en ambos casos caracteristicas similares a otras
vesiculas derivadas de plantas en cuanto a morfologia, tamafo y carga superficial, lo
qgue nos permite definirlas como NVEs. Se obtuvo el perfil de carotenoides nativos para
las NVEs derivadas de jugo mediante HPLC-DAD identificando 12 compuestos y dando
identidad a 8, en donde el caroteno y la xantdfila presentes en mayor concentracién son
el All-trans-B-caroteno y la All-trans-luteina con 0.44 y 0.11 pg equivalentes a
zeaxantina/ug de proteina, respectivamente. Ademas, las NVEs demostraron que son
una buena opcion para encapsular y transportar carotenoides, en especifico luteina y
zeaxantina, teniendo una eficiencia de carga superior al 50% y 70% para luteina y
zeaxantina respectivamente, esto independientemente del perfil de carotenoides nativos
de las NVEs. Asi mismo, se logré realizar un ensayo de viabilidad celular para probar la
biodisponibilidad de dichos compuestos en una linea celular del epitelio pigmentario de
la retina humana (ARPE-19) que exhibe funciones comparables al RPE humano en
donde la mayor viabilidad celular (> 95%) se logré utilizando las NVEs derivadas de callo
previamente cargadas con xantofilas, protegiendo a las células de los efectos del agente
oxidante H202 eficazmente.

Estos resultados demuestran que las NVEs derivadas de zanahoria son un buen vehiculo
para moléculas de baja biodisponibilidad como los carotenoides, que mediante sus
membranas lipidicas protegen a estos compuestos de agentes externos como el pH,
temperatura y luz, las cuales ademas aprovechan mecanismos naturales intrinsecos de
su naturaleza para atravesar barreras, como la BHE y la BHR. Por ello, las NVEs pueden
tener aplicaciones potenciales no solo en enfermedades retinianas como la DMRE, sino
también en afecciones cardiacas y neurologicas. Mas aun, al ser derivados de alimentos
son parte de la dieta comun en humanos y no presentan un riesgo a la salud. Igualmente,
su origen presenta una alternativa interesante para su industrializacién ya que existe
disponibilidad suficiente de biomasa en comparacion con las vesiculas provenientes de

células de mamifero en dénde el escalamiento continta siendo un reto importante.
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No obstante, para poder determinar cual es la mejor fuente para aislar estas NVEs hay
que tomar en cuenta las ventajas y desventajas de cada una. Con los resultados
obtenidos en este trabajo las NVEs derivadas de callo parecen ser la mejor opcion.
Algunas ventajas son que, al no tener carotenoides de manera nativa, se puede tener un
mejor control y estandarizacion de los compuestos a cargar, en comparacion con las
NVEs derivadas de jugo que si cuentan con un perfil de carotenoides nativos que se
puede ver alterado de acuerdo con la variedad y estado de maduracion de la zanahoria
al momento de hacer el jugo necesario para el aislamiento de las NVEs. Una de las
desventajas que presentaron las NVEs derivadas de callo fue una menor eficiencia de
carga en comparacion con las NVEs de jugo, lo cual en realidad no representa un
problema considerable ya que se pueden probar otras condiciones de carga por
electroporacién para buscar aumentar la eficiencia. Toda esta informacion sirve de
preambulo para futuras investigaciones.

Dentro de las perspectivas y trabajo a futuro es necesario hacer pruebas con callo
derivado de otros tejidos de zanahoria para comparar si presenta un perfil de
carotenoides mas parecido al de las NVEs derivadas del jugo y de igual manera, verificar
si en el callo blanquecino en donde no se detectaron carotenoides con el método del
presente estudio, pudieran estar presentes algunos precursores de biosintesis de
carotenoides como el fitoeno y el fitoflueno, los cuales no presentan coloracién alguna, y
con ello confirmar si la ruta de biosintesis se encuentra activa o no en este tipo de célula.
De ser asi, se tiene que corroborar también si el que las NVEs contengan carotenoides
de manera nativa ayuda a aumentar la eficiencia de carga y la entrega de los mismos a
tejidos especificos o0 qué efectos se pueden observar por la interaccion de distintos
carotenoides y xantdfilas. En relacion con la carga de carotenoides, es necesario explorar
el comportamiento de las NVEs de ambas fuentes con cargas equimolares de luteina y
zeaxantina, asi como con otro tipo de compuestos que sean menos polares como los
carotenos. Con las NVEs derivadas de callo de zanahoria seria interesante probar
nuevos métodos de carga, con diferentes voltajes, pero también difusion pasiva, para
poder aumentar las eficiencias de carga, asi mismo probar si el agente oxidante
realmente pudo cargarse en las NVEs y lo que esto puede implicar. Ademas, es

importante caracterizar el perfil de los lipidos y moléculas presentes en la membrana de
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ambos NVEs para poder elucidar de qué manera difieren entre ellas y como esto afecta
las interacciones de los carotenoides y de las células con dicha membrana. También es
importante realizar mas réplicas del ensayo de bioactividad en las mismas condiciones
para corroborar los datos obtenidos, ademas de agregar controles usando las NVEs sin
el agente oxidante para asegurarnos que estas no tengan un efecto de toxicidad en las
células. De igual manera, seria de utilidad realizar un ensayo de permeabilidad para
verificar cuanto material de las NVEs esta entrando en las células y creando este efecto
de proteccion contra el agente oxidante, lisando las células y verificando mediante HPLC-
DAD los compuestos y las cantidades de estos que estan presentes dentro de las células.
Asi mismo, este ensayo nos permitiria observar si los carotenoides administrados
sufrieron alguna modificacion estructural por parte de la célula, ya que se tienen reportes
que a partir de luteina se genera meso-zeaxantina en el ojo (Alves-Rodrigues & Shao,
2004).
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Anexos

Anexo A. Abreviaciones

Tabla A.1 Abreviaciones

Siglas

Descripciéon

2,4-D
BCA
BHE
BHR
BHT
BSA
DLS

DMEM
DMRE

EDTA
EPR

HBSS
HDL

HPLC
LDL

MTBE
MVB
NVE
PBS
PEG
SEC
SEM

VE

VLDL

Acido 2,4-diclorofenoxiacético

Acido bicinconinico

Barrera hematoencefalica

Barrera hematorretiniana

Butilhidroxitolueno

Albumina de suero bovino

Dispersion dinamica de luz

Medio esencial minimo de Eagles modificado por Dulbecco
Degeneracién macular relacionada con la edad
Acido etilendiaminotetraacético

Epitelio pigmentario de la retina

Solucioén salina equilibrada de Hank
Lipoproteinas de alta densidad

Cromatografia liquida de alta resoluciéon
Lipoproteinas de baja densidad

Metil ter-butil éter

Cuerpos multivesiculares

Nanovesiculas extracelulare similares a exosomas
Buffer fosfato salino

Polietilénglico

Cromatografia de exclusion de tamafio
Microscopia electronica de barrido

Vesiculas extracelulares

Lipoproteinas de muy baja densidad
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Anexo B. Espectros de los carotenoides obtenidos del extracto de las NVEs
derivadas de jugo de zanahoria
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Figura B.1 Espectro del pico 1 All-frans-luteina (identificacion tentativa).
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Figura B.2 Espectro del pico 2 All-trans-zeaxantina (identificacién tentativa).
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Figura B.3 Espectro del pico 5 All-trans-B-criptoxantina (identificacion tentativa).
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Figura B.4 Espectro del pico 8 All-frans-a-caroteno (identificacion tentativa).
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Figura B.5 Espectro del pico 9 All-trans-B-caroteno (identificacion tentativa)
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Figura B.4 Espectro del pico 12 All-trans-licopeno (identificacién tentativa).
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