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ABREVIATURAS

AlgNVs: Nanovesiculas de
algarroba

AlgTE: Extracto total del fluido
apoplastico de algarroba
DMSO: Dimetilsulféxido
ELISA: Ensayo de
Inmunoabsorcién Ligado a
Enzimas

FA: Fluido apoplastico
GAPDH: Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa

GO: Gene ontology

GralNVs: Nanovesiculas
derivadas de zumo de granada
Hsp70: Proteina de shock
térmico de 70 KDa

HTST: Pasteurizacion alta
temperatura corto tiempo
LC-MS/MS: Cromatografia
liquida y espectrometria de
masas en tandem
Lio-GraNVs: Nanovesiculas de
zumo de granada liofilizado
LPS: Lipopolisacarido
bacteriano

LTLT: Pasteurizacion baja

temperatura largo tiempo

MET: Microscopia electronica
de transmision

MFTI: Intensidad de
fluorescencia media

MTT: Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil
tetrazolio

Nat-GraNVs: Nanovesiculas de
zumo de granada natural sin
tratamiento

NF-kf: Factor nuclear
potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B
activadas

NTA: Anélisis de rastreo de
nanoparticulas

NVs: Nanovesiculas
Pas-GraNVs: Nanovesiculas de
zumo de granada pasteurizado
PBS: Disolucién salina
tamponada con fosfato

PFA: Paraformaldehido
PMA: Forbol 12-meristato 13-
acetato

SEC: Cromatografia de
exclusiéon molecular

SFB: Suero fetal bovino



TETS8: Tetraspanina 8
TFF: Técnica de filtracion
tangencial por flujo
TNF-a: Factor de necrosis

tumoral
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UCD: Ultracentrifugaciéon
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VEs: Vesiculas Extracelulares

Z.G: Zumo de granada
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1. Introduccion

L’Horta de Valéncia no es solo un paisaje agricola, sino que es un escenario
historico que alberga costumbres, tradiciones y ritos constituyendo un simbolo de
identidad fundamental para los valencianos. Teodoro Llorente, el poeta mas
importante de la Renaixenca valenciana, en su libro Valencia. Sus monumentos y
artes. Su naturaleza e historia, decia sobre L’'Horta: “Es este llano una elevada y
extensa meseta, de buena tierra, que seria muy productiva si tuviese agua, y que,
aun asi, dividida en grandes haciendas (masos en la lengua del pais), es afamada
por sus buenos vifiedos, olivares y algarrobales (garroferals)”. Tal y como se deduce
en este fragmento, en la trilogia de cultivos de secano arbolado valencianos, los
algarrobos ocupan un lugar destacado por haber tapizado los piedemontes de la
provincia de Valencia, ademas de servir como alimento, tanto a humanos como
animales. Tal ha sido su importancia que Francesc Almela i Vives le dedicaba el

poema Cant a la garrofera.

Si la huerta valenciana ha llegado a ser un vinculo entre lo rural y lo urbano
reconociéndose como “Sistema Importante del Patrimonio Agricola Mundial” por
la FAO, la huerta de Alicante ha sido conquistada por la urbanizaciéon perdiendo su
actividad agraria y como consecuencia, perdiendo parte de sus valores. A pesar de
esta degradacion, la huerta de Alicante alberga las granadas con Denominacion de
Origen Protegido Granada var. Mollar de Elche. Este fruto esti arraigado a la
cultura ilicitana. Su nombre en valenciano, mangrana o magrana, se debe a la
similitud que tiene con el aparato en el que desciende el angel desde la ctipula de
la iglesia de Santa Maria de Elche en la representacion del drama medieval Misteri
d’Elx.

Pero ademaés de la relevancia historica, tanto la algarroba como la granada, han

tenido un impacto economico importante en la Comunidad Valenciana.
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Introducidos en la region hace siglos, ambos cultivos se adaptaron perfectamente
al clima mediterraneo y fueron valorados por sus propiedades nutritivas y sus
multiples usos. La algarroba, utilizada durante siglos como fuente de alimento y
forraje en épocas de escasez, ha ganado en los ultimos afios un nuevo valor en la
industria alimentaria gracias a sus semillas, empleadas en harinas y espesantes
naturales, revitalizando su cultivo en la region. La granada, por su parte, es
apreciada por su calidad y simbolismo; su cultivo y exportaciéon contribuyen
significativamente a la economia rural, especialmente en el sur de Valencia y
Alicante, generando empleo y promoviendo la sostenibilidad agricola. Asi, la
algarroba y la granada representan no solo cultivos histéricos, sino también pilares
de la economia rural valenciana, preservando tradiciones agricolas y respondiendo
alas nuevas demandas del mercado por lo que fueron seleccionadas para su estudio

en la presente tesis doctoral.

1.1. Granada

El granado (Punica granatum L) es un arbol pequeno o arbusto, de 3 a 6
metros de altura. Es nativo de la zona de Iran y del norte de la India, pero se
ha cultivado y naturalizado en la region mediterranea. Actualmente esta
presente en diversas zonas de todo el mundo como Argentina, Brasil, Chile,

Sudafrica y Australia ( Stover & Mercure, 2007; Beghe et al., 2016).

En 2020, la produccién mundial de granada alcanz6 los 4,9 millones de
toneladas (t), siendo India, China e Iran los tres mayores productores al
concentrar el 80% del total (Angeles Fernandez-Zamudio & Bartual, 2020).
En Espana, en el afio 2022, la produccion fue de 79.183 t, concentrandose
ésta principalmente en la provincia de Alicante (50.091 t) (Ministerio de

Agricultura, 2023).
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El fruto, la granada, es muy apreciada desde la antigiiedad con un gran
simbolismo en diferentes culturas. Por ejemplo, en la mitologia persa y en
Babilonia se consideraba como un signo de invencibilidad. También se
asociaba con la fertilidad en la mitologia griega, en el cristianismo, en las
tribus beduinas y en el arte ceramico chino (Stover & Mercure, 2007;

Chandra et al., 2010).

Se cree que llego a la Peninsula Ibérica a través de marineros y comerciantes
de la antigiiedad que, inicialmente la introdujeron en Grecia (Chandra et al.,
2010). En Espana se convirti6 en simbolo y emblema para una serie de
monarcas que la relacionaban con la unidad y la vinculaban con el deseado
Reino de Granada (Garrido, 2004). Tras el descubrimiento de América, los
espafoles misioneros la introdujeron en América central y del sur (Chandra

et al., 2010).

1.1.1. Composicion

La granada (Figura 1) es un fruto seco del tipo balausta, aunque vulgarmente
esta considerada como una baya carnosa desarrollada a partir del ovario. Se
compone de un pericarpio coridceo que contiene entre 200 a 1400 semillas
dependiendo de la variedad. Cada semilla proviene de un 6vulo y se
encuentran rodeadas de coberturas acuosas llamadas arilos. Se localizan
dentro de loculos (cadmaras multiovulos) separados por paredes
membranosas (endocarpio) y un mesocarpio esponjoso fibroso y seco

(Stover & Mercure, 2007; Beghe et al., 2016).
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Figura 1. Granada var. Mollar de Elche. (A) Fruta entera. (B) Fruta partida por la mitad
donde se puede observar que los arilos estan separados por una membrana blanca. (C)
Separacién de los arilos, que contienen las semillas, de la corteza o pericarpio. Fuente
www.granadaselche.com

El color del arilo y su jugo estan vinculados al color del pericarpio (piel), de
manera que las frutas rojas tienen arilos rojos, mientras que las frutas
rosadas a blancas tienen arilos de color claro dependiendo de la cantidad de
polifenoles (Beghe et al., 2016). Las partes comestibles de la granada
(alrededor del 50% del peso) corresponden al zumo (80%) y a la semilla
(20%).

En la presente tesis se trabaj6é con la variedad Mollar de Elche (ME). La
granada Mollar de Elche es una variedad autéctona reconocida por su

dulzor, semilla blanda y propiedades saludables. Destaca por su alto

26



contenido en antioxidantes, superando al vino tinto y al té verde, lo que
protege las células del dafio oxidativo y ralentiza el envejecimiento. Esta
variedad cuenta con la Denominaciéon de Origen Protegida (DOP), que
abarca 40 municipios de las comarcas alicantinas del Baix Vinalopo, Vega

Baja y Alacanti, garantizando su calidad y autenticidad.

El estudio de la biofuncionalidad de variedades vegetales autdctonas puede
incentivar la investigacion e innovacién en la produccion de estos alimentos,
generando nuevas oportunidades de desarrollo en el sector agroalimentario

local.

Zumo de granada (ZG)

El zumo se obtiene a partir de los arilos exprimiendo la fruta. Su
composicion es de aproximadamente un 85% de agua, 10% de azficares
totales, acidos organicos, minerales y flavonoides polifenolicos (Figura 2)

(Fernandes et al., 2017).
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Figura 2. Esquema de la composiciéon nutricional del zumo de granada extraido de los
arilos sin semilla. Elaboracién propia.

La glucosa y la fructosa son los principales aziicares que se encuentran en el
ZG, cuyas concentraciones varian de 52,6 a 85,6 g/L y 66,1 a 91,8 g/L
respectivamente, con un ratio glucosa/fructosa medio de 0,9 (Mena et al.,

2011; N. Nuncio-Jauregui et al., 2014; Vegara et al., 2014).

Las concentraciones de estos aziicares dependen principalmente de factores
genéticos, ambientales y agronomicos. La variabilidad genética entre
diferentes cultivares de granada afecta significativamente la concentraciéon
de azdcar, y algunos cultivares exhiben naturalmente niveles mas altos de
glucosa y fructosa que otros (Holland etal.,, 2009). Las condiciones
ambientales, incluida la exposicion a la luz solar, la temperatura y la
disponibilidad de agua, también juegan un papel fundamental. La alta luz
solary el estrés hidrico moderado generalmente mejoran la acumulaciéon de
azucar en la fruta al promover la actividad fotosintética y concentrar los

azucares a medida que disminuye el contenido de agua. Ademas, la
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composicion del suelo y la disponibilidad de nutrientes afectan el
metabolismo del azdcar; los suelos ricos en potasio, por ejemplo, pueden
aumentar el contenido de azucar al influir en el transporte y el metabolismo
de los carbohidratos dentro de la fruta. Las practicas agron6micas, como el
momento del riego, la poda y el momento de la cosecha, modulan ain mas
los niveles de azicar. Las cosechas tempranas pueden producir granadas
con un menor contenido de azdcar, mientras que la fruta cosechada en plena
madurez ha tenido mas tiempo para acumular azticares (Tehranifar et al.,
2010; Adiba etal.,, 2022). Dado que la glucosa y la fructosa son los
principales azicares solubles en el ZG, sus concentraciones influyen
directamente en la dulzura, lo que hace que estos azticares sean marcadores

de calidad clave tanto en la fruta fresca como en los productos procesados.

La presencia de sacarosa, aunque en menor cantidad que las anteriores, es
un indicador de calidad de la fruta recién exprimida, mientras que la
presencia de sorbitol podria indicar el uso de granadas de baja calidad como

resultado del deterioro microbiologico (Mena et al., 2011; Krueger, 2012) .

La acidez total expresada en g/L de acido citrico, varia dependiendo de la
variedad de la granada. La variedad ME se considera dulce y contiene bajas
cantidades (entre 1,9 a 2 g/L), mientras que, por ejemplo, el cultivar
Wonderful tiene un sabor menos dulce, debido a que contiene mayores
cantidades de acido (5,2 a 29,7 g/L) (Mena etal.,, 2011). Los acidos
encontrados en el ZG de ME son principalmente el acido citrico, malico,
oxalico y tartarico, ademas de trazas de lactico y fumarico (Melgarejo et al.,

2000; Mena et al., 2011).

En el estudio realizado por Vegara y colaboradores se identifico el potasio
como el mineral predominante en el zumo de ME con una concentraciéon de

2400—2900 mg/L, seguido de fosforo (81-89 mg/L), magnesio (17,6-28,5
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mg/L), calcio (5,8-7,5 mg/L) y sodio (4,3-5,3 mg/L). En menores cantidades

se encontraron zinc, cobre, hierro y estafio (Vegara et al., 2014).

El ZG es considerado como una de las bebidas con mayor contenido de
antioxidantes, a los cuales se le han atribuido propiedades medicinales y
efectos beneficiosos para la salud (Carlsen et al., 2010; Kalaycioglu & Erim,
2017). Los antioxidantes mas estudiados en este zumo natural, tal y como se
muestra en la Tabla 1, son las antocianinas y taninos hidrolizables, aunque
se han encontrado también bajas concentraciones de otros compuestos

fenolicos como la pro-antocianina.

Precisamente las antocianinas son responsables del color caracteristico de
la granada y juegan un papel clave en la detecciéon de adulteraciones en el
zumo. Las granadas contienen seis pigmentos del grupo de las antocianinas,
compuestos por los monoglucosidos y diglucésidos de delfinidina, cianidina
y pelargonidina. Estos incluyen: delfinidina 3-glucésido y 3,5-diglucosido;
cianidina 3-glucosido y 3,5- diglucosido y; pelargonidina 3-glucoésido y 3,5-
diglucosido (Krueger, 2012). La cianidina 3-glucosido es la que se encuentra
en mayor cantidad con respecto a las otras antocianinas habiéndose
encontrado en concentraciones muy variables, desde 20,6 mg/L (Fernandes

et al., 2017) hasta 800,4 mg/L (Diaz-Mula et al., 2019).

Los taninos hidrolizables encontrados mas frecuentemente en el ZG
incluyen punicalinas (a, ), punicalaginas (a, B) y derivados del acido
elagico (libre o glicosilado). De todos ellos, las punicalaginas son las que
estan presentes en mayor cantidad (Mena et al., 2011; Vegara et al., 2014;

Nallely Nuncio-Jauregui et al., 2015; Fernandes et al., 2017).
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Tabla 1. Compuestos fenélicos del zumo de granada (var. Mollar de Elche). Elaboraciéon
propia.

Taninos Elagitaninos Acido elagico libre
hidrolizables Acido elagico
pentéxido
Acido elagico
glicosidado

Punicalinas (a, )
Punicalaginas (a, B)

Galotaninos
Derivados del acido Derivados del acido Acido gélico
fenoélico hidroxibenzoico
Taninos Flavanol Galocatequina
condensados Epigalocatequina
Catequina
Epigalocatequina galato
Epicatequina
Epicatequina galato
Antocianinas Delfinidina 3-glucdsido delfinidina
3,5-diglucosido delfinidina
Cianidina 3-glucosido cianidina
3,5-diglucdsido cianidina
Pelargonidina 3-glucodsido pelargonidina
3,5-diglucésido
pelargonidina

Semillas

Las semillas de la granada, aunque desempenan un papel importante para
la reproduccion de la planta, son consideradas como subproductos
generados durante el procesamiento de zumo. No obstante, son ricas en
lipidos, ademas de contener acidos organicos, azucares, vitaminas,

polifenoles y minerales (Oliveira et al., 2019).

El aceite extraido de estas semillas es el componente mas valorado y
estudiado, ya que se le han atribuido propiedades nutricionales y
medicinales (Verardo et al., 2014). Las semillas extraidas de la variedad ME

contienen alrededor de un 10% de aceite y se componen de 4cidos grasos
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(AGs), tocoferoles, esteroles y fosfolipidos, tal y como se muestra en la

Figura 3.

La clase principal de AGs pertenecen al grupo de lo AGs poliinsaturados con
un contenido de alrededor del 88%, donde el acido ptinico predomina con

un 70%-80%, seguido de 4cido linoleico y acido oleico.

El contenido en tocoferoles fluctiia entre 1281,4 pg/g y 1389,6 ug/g de
aceite, siendo el y-tocoferol el que se encuentra en mayor cantidad. En el
estudio de Fernandes et al. ( 2015) los tocotrienoles no fueron detectados,
mientras que en otro estudio (Verardo et al., 2014) se determinaron a y 3-
tocotrienol, 12,7-16,5 ug/g de aceite y 25,3 — 36,4 ug/g de aceite,

respectivamente.

Con respecto a los esteroles, se han identificado, de mayor a menor
concentracion: B-sistosterol, As-avenasterol, campesterol, citrostadienol,
estigmastero y sitostanol. Pese a la escasez de estudios sobre los fosfolipidos
en semillas, el trabajo de Verardo y colaboradores es la principal referencia,
donde encontraron que los fosfolipidos predominantes eran
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y fosfatidilcolina (Verardo et al.,

2014).

Al comparar la presencia de taninos hidrolizables con el zumo, se observa
que la cantidad de elagitaninos totales es mayor en semillas aunque no
contenga punicalinas, mientras que la cantidad de antocianinas es
mayoritaria en el zumo, no encontrandose delfinidina en semillas (Diaz-

Mula et al., 2019).
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Figura 3. Esquema de la composicion del aceite extraido de las semillas de granada.
Elaboracién propia.
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1.1.2. Beneficios del zumo de granada en la salud

Como se ha mencionado anteriormente, el ZG contiene una gran variedad
de compuestos, principalmente compuestos fenolicos, con multiples
actividades beneficiosas para la salud. La mayoria de estas propiedades son
atribuidas a los elagitaninos, especialmente al 4cido elagico, las punicalinas
y las punicalaginas, pero también a las antocianinas (Vucic et al., 2019). Sin
embargo, la sinergia entre estos componentes del ZG conduce a unos
notables efectos superiores a los de los citados productos por separado.
Entre algunas de las actividades biofuncionales descritas se encuentran los
efectos beneficiosos sobre la inflamacién, enfermedades cardiovasculares y

el cancer.

Antiinflamacion

Diferentes modelos animales han sido empleados para investigar patologias
inflamatorias. Por ejemplo, en ratones sometidos a humo de cigarro a los
cuales se les habia suministrado ZG (80 umol/kg), la expresion de
interleuquinas pro-inflamatorias IL-1f, IL-6 y del factor de necrosis tumoral
(TNF-a) se vieron disminuidos (Husari et al., 2016). Por otro lado, el ZG
(400 mg/kg al dia durante 18 dias) administrado a ratones a los que se les
indujo colitis mediante acido sulfénico dinitrobenceno (DNBS), mostro
efectos preventivos al disminuir TNF-a, 1L-18, IL-1 y NF-kB (Factor
nuclear kappa B) (Shah et al., 2016). También, el ZG (1 mL/dia) usado como
tratamiento en ratones con diabetes tipo 2 (DM2) redujo los niveles de TNF-
a, IL-6 y NF-kpB (Roubhi et al., 2017).

Las investigaciones en humanos sobre el consumo de ZG y sus efectos sobre
la inflamacion son limitadas. Hasta ahora, segun la revision realizada por

Danisa & Ferguson (2017), solo dos estudios han mostrado que cantidades
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diarias de 100 a 500 mL de ZG durante un afio pueden reducir el estrés

oxidativo y la inflamacion sistémica.

Enfermedades cardiovasculares (ECVs)

Tanto el ZG como los extractos de la granada, entre los cuales se encuentra
el Pomanox® (obtenido a través de un proceso de extraccién acuosa y
estandarizado al 30% de punicalaginas), han demostrado un considerable
potencial como coadyuvantes y suplementos preventivos en los

tratamientos de las ECVs (Benedetti et al., 2023).

La evaluacion del riesgo de enfermedades cardiovasculares (ECVs) es
crucial para prevenir eventos como infartos y accidentes cerebrovasculares.
Una de las herramientas recomendadas en las guias médicas es la medicion
del grosor intima-media carotideo, que se obtiene a través de una ecografia
de las arterias cardtidas, de manera que un aumento de esta medida
significaria un aumento del riesgo cardiovascular (Stein et al., 2008). La
suplementacion de 50 mL/dia ZG durante 1 aho en 15 pacientes con

estenosis carotidea asintomatica, produjo una reducciéon de la medida del
grosor intima-media carotideo (Aviram et al., 2004). Otro estudio en el

cual, durante 18 meses, 189 pacientes con factores de riesgo cardiovascular
fueron suplementados con 240 mL/dia de ZG obtuvo resultados similares

(Davidson et al., 2009).

La hipertension arterial aumenta el riesgo de ECVs al generar dano en los
vasos sanguineos, favorecer la aterosclerosis y sobrecargar el corazén, lo que
puede derivar en infarto, ictus o insuficiencia cardiaca. En un estudio, en el
cual personas sin patologias tomaron 330 mL/dia de zumo durante 4
semanas, la presion sistolica y diastolica cayo significativamente en

comparacion con el grupo control (Lynn et al., 2012). En el mismo sentido,
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el equipo de Sohrab y colaboradores (Sohrab et al., 2019) demostro el efecto
del consumo durante 6 semanas de 200 mL/dia de ZG sobre la reducciéon
de la presion arterial en personas con DM2. Por otro lado, las
investigaciones de Aviram y colaboradores sugirieron que la ingesta de 50

mL/dia de ZG durante 1 afio reducia solo la presion sistolica en personas

con estenosis carotidea asintomatica (Aviram et al., 2004).

Bahari y colaboradores (Bahari et al., 2023) llevaron a cabo un metaanalisis
donde concluyeron que los productos y extractos de granada podrian
considerarse como una estrategia terapéutica en personas con dislipemias
al reducir los niveles de colesterol total (CT), colesterol LDL (LDL-C), y
triglicéridos (TG) en sangre y aumentar las concentraciones de colesterol
HDL (HDL-C).

Cancer

Se ha demostrado que la granada y sus componentes pueden alterar una
variedad de vias de senalizacion asociadas a la proliferaciéon y
transformacion celular, inflamacién, angiogénesis, tumorigénesis y
metastasis, regulando mediadores proinflamatorios, moléculas de adhesion
celular, proteinas antiapoptoticas y factores de crecimiento, dando como
resultados efectos quimiopreventivos o quimioterapetticos en neoplasias

como cancer de colon, mama y prostata, entre otros (Rahman et al., 2023).

En relacién con el cancer de colon, se han llevado a cabo ensayos in vitro en
células coldnicas cancerosas HT-29, cuyos resultados mostraron que el ZG
ejercia efectos preventivos al reducir COX-2 (enzima relacionada con el
crecimiento tumoral) e inhibir la actividad AKT (via de senalizacion
asociada al cancer) (Adams et al., 2006). En ratas a las que se les provoco

focos de criptas aberrantes (lesiones preneoplasicas tempranas de
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adenocarcinoma) con azoxymetano, se observo que el pre-tratamiento con

ZG reducia dichas criptas (Boateng et al., 2007; Banerjee et al., 2013).

También se han visto resultados esperanzadores en células de cancer de
mama y de prostata. Los resultados del estudio de Rocha y colaboradores (
2012) indicaron que el ZG interferia en procesos involucrados en la
metastasis de dos lineas celulares cancerosas de mama (MDA-MB-231
(triple negativo) y MCF7 (hormonodependiente)) al suprimir el crecimiento
celular, inhibir la migracion celular y la quimiotaxis de proteinas implicadas
en la metastasis. En células neoplasicas de prostata, PC3 y DU145, se vio un
efecto inhibidor del ZG sobre la proliferacion celular al inhibirse la via de
senalizacion intracelular asociada al cancer, PI3K/AKT/mTOR (Chaves
et al., 2020). Ademas, la protedmica de células DU145 tratadas con granada
mostrd la expresion de genes asociados con la apoptosis, la via de
senializacion NF-kf, la invasion/metéstasis, la angiogénesis y el

citoesqueleto (Lee et al., 2012).
1.1.3. Procesamiento industrial del zumo

Los zumos de fruta representan un sector clave dentro de la industria
agroalimentaria, ya que permiten aprovechar al maximo la produccién
fruticola. Su demanda ha crecido debido a su conveniencia y a la percepcion
de ser una fuente natural de vitaminas y antioxidantes. A nivel mundial, la
produccién de zumos se concentra en frutas como la naranja, la manzana y
la granada, con paises como Brasil, Estados Unidos y China liderando la
exportaciéon (Tetra Pak. "Indice de jugos de Tetra Pak: informe, datos, cifras

y tendencias").

El proceso de fabricacion del zumo de granada incluye diferentes

operaciones, como la seleccion y lavado de la fruta, la extraccion del zumo,
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la filtracion y su posterior envasado. Sin embargo, es un producto altamente
perecedero, susceptible al crecimiento de microorganismos y a la
degradacion de sus compuestos bioactivos, lo que reduce su vida 1til y
calidad sensorial (Benjamin & Gamrasni, 2020). Es por ello que para
garantizar la seguridad del producto y prolongar su conservacion, se aplican

operaciones de conservacion.

En el caso del ZG, el método mas utilizado para la inactivacion de los
patogenos vegetativos y de enzimas enddgenas, es la pasteurizacion. Hay
dos tipos, LTLT (por sus siglas en inglés, Low-Temperature Long-Time) y
HTST (por sus siglas en inglés, High temperature short time). La primera
implica un calentamiento de 63 °C durante no menos de 30 min, mientras
que en la segunda se emplean temperaturas de 72 °C durante 15 s 0 mas
(Vegara et al., 2013; Putnik et al., 2019). Sin embargo, los tratamientos
térmicos pueden impactar sobre la composicion nutricional, asi como en las
cualidades sensoriales (color, sabor, aroma, textura) de los zumos de frutas.
Esto ha dado lugar a procesos alternativos como la liofilizacion para
preservar las cualidades del producto (Sarbatly et al., 2023). La liofilizacion,
también llamada deshidrocongelacion o criodesecacion, es un método de
deshidratacién que consiste en la congelacion del producto seguida de la
sublimacién del hielo a vacio (Prosapio & Lopez-Quiroga, 2020). No
obstante, el contenido de polifenoles y las propiedades fisicas de los zumos
rehidratados después de un proceso de liofilizacion también pueden verse
afectados (Martinez-Navarrete et al., 2019; Silvan et al., 2020; Uscanga

et al., 2021).
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1.2. Algarroba

El algarrobo (Ceratonia siliqua L.) es un arbol lefioso de hoja perenne
perteneciente a la familia de las Leguminosas (Figura 4). Se le denomina
también garrofero o garrofera y tolera las altas temperaturas (40-45 °C)
aunque es sensible al frio (Malagon, 2020). Su cultivo se localiza,
principalmente, en paises de la cuenca mediterranea (Espana, Italia,
Portugal, Chipre, Marruecos, Turquia, Grecia, Argelia y Ttnez) con una
producciéon anual de mas de 135.000 t en 2019 (Tzatzani & Ouzounidou,
2023). En los ultimos afos se ha ido popularizando su cultivo en otras partes
del mundo: América del norte y del sur, paises del sur de Africa, Filipinas,

Iran, India y Australia (Dahmani et al., 2023).

En el ano 2022, segin la estadistica agraria anual del Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacidn, la produccién de algarrobo en Espafna
fue de 47.286 t. El cultivo se distribuye entre Baleares, Comunidad
Valenciana, Cataluna, Region de Murcia, Extremadura, Andalucia y
Canarias, siendo las de mayor produccion las tres primeras comunidades

autonomas (Ministerio de Agricultura, 2023).

La algarroba, fruto del algarrobo, no es un alimento que haya surgido ahora.
En la antigua Grecia y Roma se utilizaba para alimentar a humanos y
animales. Los egipcios, ademas, utilizaban la pectina de la algarroba para
momificar a los muertos e incluso le otorgaron un simbolo jeroglifico (dsrt)

(Cardona Arenas, 2013; Tzatzani & Ouzounidou, 2023).
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Figura 4. Algarrobo o garrofera localizado en Sierra Calderona, en la poblacién de
Olocau (Valencia). La foto fue tomada a principios de abril, primavera. Se pueden apreciar
las vainas auin inmaduras de color verde. Fuente propia.

La biblia hace referencia a la algarroba en el Evangelio segiin Lucas 15:16:
“Y deseaba llenar su vientre de las algarrobas que comian los cerdos, pero
nadie le daba”. Esto da a entender que la algarroba era un alimento para
animales que, en caso de necesidad, también era consumido por humanos.
Otra referencia mas controvertida se encuentra en el Evangelio segiin Mateo
3:4. Se dice que Juan Bautista se alimentaba de langostas y miel. Sin
embargo, podria haberse confundido la forma de la vaina de algarroba con
ese insecto (Cairati, 2013). Es por ello que, el arbol del algarrobo, en
diferentes lenguas, es denominado “El 4rbol del pan de San Juan” (St. John’s
bread tree, en inglés; Johannisbrot, en sueco; Johannisbrotbaum, en

aleman) (Tzatzani & Ouzounidou, 2023).
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La algarroba ha jugado un papel importante en tiempos de guerra y hambre.
En la Segunda Guerra Mundial, fue utilizada de diversas maneras por los
ciudadanos de Creta (Grecia) para su supervivencia (Tzatzani &
Ouzounidou, 2023). En Espafa, durante los afios de la gran hambruna
(1939-1952), la gente recurri6 a la preparacion de sucedaneos, por ejemplo
el chocolate de algarroba, como estrategia de supervivencia (Romén Ruiz,

2023).

1.2.1. Composicion

El fruto del algarrobo es una legumbre indehiscente, comprimida, recta o
curva (Figura 5). En su estado de madurez alcanza un color marrén con una
textura similar al cuero. Mide entre 1 y 30 cm de longitud, 1,5-3,5 cm de
anchura y 1 cm de grosor. La vaina esta compuesta de pulpa (pericarpio)
que representa el 80-90% del peso, y semillas, cuyo porcentaje varia
dependiendo de la variedad. La pulpa (Figura 5C) consta del exocarpio, que
es la capa externa dura, y mesocarpio y endocarpio, la capa interna blanda
que envuelve las semillas (Figura 5D). Las semillas estan dispuestas
longitudinalmente y se componen de tres partes: cubierta o piel (30-33%),
endospermo (42-46%) y germen o embrion (23-25%) (Malagon, 2020;

Dahmani et al., 2023; Laaraj et al., 2023).
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Figura 5. Morfologia del fruto del algarrobo. A. Vaina de la algarroba madura. B.
Interior de la vaina. C. Pulpa. D. Semillas. Elaboracion propia.

Del endospermo de las semillas se extrae la goma garrofin, un aditivo
(E410) utilizado por la industria alimentaria como emulgente, estabilizante,
espesante y gelificante. Es considerado seguro por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés) para su uso en
muchos alimentos, incluidos las férmulas infantiles, y para piensos de

diferentes especies animales (Kawamura, 2016; Bampidis et al., 2022).

El proceso de extraccion de la goma garrofin se realiza intentando
descascarillar las semillas sin danar el endospermo y el germen (Kawamura,
2016). Ademaés se intenta garantizar que no se produzca contaminaciéon que
afecte a sus caracteristicas (Laaraj etal., 2023). En la Figura 6 se

esquematiza el procesado de obtencién de la goma garrofin.
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Figura 6. Diagrama del procesado de la goma garrofin. Elaboraciéon propia.
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Pulpa

Los componentes de la pulpa de la algarroba se recogen en la Figura 7.

Sacarosa
Azucares
Hidratosde |1 simples Fructosa
carbono - Glucosa
. Insoluble y no
Fibra fermentable
Pulpa Ciclitoles { D-pinitol ]
Compuestos .
bioactivos — Polifenoles ]

Figura 7. Principales componentes de la pulpa. Elaboracion propia.

Los hidratos de carbono constituyen el componente mas abundante de la
pulpa (51,9—51,7%) siendo rico en azlcares simples con un porcentaje que
oscila entre 48 y 65% ( Ozcan etal, 2007; Mahtout etal., 2018;
Papaefstathiou et al., 2018). La sacarosa (32—50%) es el azlicar mayoritario,
seguido de la fructosa (5-13%) y la glucosa (5—12%) (Mahtout et al., 2018;

Gioxari et al., 2022).

La fibra dietética es considerada un carbohidrato con tres o mas unidades
monoméricas que no se digieren en el intestino delgado. Se clasifican segin
su solubilidad en agua (solubles e insolubles) y la capacidad de la microbiota
de fermentarlas (fermentables y no fermentables) (Khorasaniha et al., 2023).

El contenido total de fibra en la pulpa de algarroba no esta claramente
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definido. Algunos estudios sefialan alrededor de un 10% (Ozcan et al., 2007),
otros indican alrededor de un 25% (Papaefstathiou et al., 2018), y otros lo
sitGan aun mas alto, entre 30 y 40% (Haber, 2002). En cualquier caso, los
estudios coinciden en que la mayor parte de la fibra es insoluble y no
fermentable (hemicelulosa, celulosa y lignina) (Zhu et al., 2019), alcanzando
en torno a 70g frente a 6—10g de soluble (Haber, 2002; Owen et al., 2003).
Los polifenoles de la pulpa de algarroba estdn unidos a la fibra por enlaces
covalentes. Es por ello que la fibra, en comparacién con otros productos de la
algarroba como la harina, contiene mayores cantidades de polifenoles
(Papagiannopoulos et al., 2004; Goulas etal., 2016). Se estima que la
concentracion de polifenoles en la pulpa ronda entre 1—2%, siendo el acido
galico el mayoritario (Goulas etal., 2016; Nasar-Abbas etal., 2016;
Rodriguez-Solana et al., 2021). En la Tabla 2, se recogen los diferentes

componentes fenolicos que se encuentran en la pulpa.

Tabla 2. Polifenoles mas comunes en la pulpa de algarroba.

Polifenol

Acido 4-hidroxibenzoico
Acido cafeico
Acido cindmico
Acidos Fendlicos Acido cumérico
Acido ferulico
Acido galico
Acido siringico

Apigenina
Catequina
Crisoeriol
Eridictiol
Genisteina
Isorhamnetina
Kaempferol
Kaempferol-desoxihexdsido y -dihex6sido
Luteolina
Hexosido de miricetina
Naringenina
Quercetina-desoxihexdsido y -hexdsido
Ramnosido de quercetina
Eter 3°,5'dimetilico de tricetina

Flavonoides
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Los ciclitoles son polialcoholes ciclicos que se encuentran tanto en el reino
animal como vegetal. Uno de los mas conocidos dentro de este grupo es el
inositol, un anillo de seis carbonos con un hidrolixo en cada uno de ellos
(Azab, 2022). En la pulpa de algarroba se han aislado y caracterizado seis: D-
pinitol  (3-O-metil-D-chiro-inositol), mio-inositol, D-(+)-chiro-inositol,
ononitol (4-O-metil-mio-inositol), sequoyitol (5-O-metil-mio-inositol) y
bornesitol (1-O-metil-mio-inositol) (Goulas et al., 2016 Azab, 2022). El D-
pinitol se encuentra en concentraciones elevadas y, de hecho, la algarroba es
la planta con mayor contenido de este compuesto (Azab, 2022). Debido a que
la algarroba es rica en este ciclitol y otras fuentes vegetales lo contienen en
cantidades mucho menores, su andlisis permite identificar posibles
adulteraciones o mezclas en alimentos y derivados. Turhan (2014) determiné
las cantidades de este ciclitol en algarrobas cultivadas y salvajes, observando
que las concentraciones de D-pinitol de los genotipos cultivados y silvestres
de algarroba oscilaron entre 19,2 y 61,9 g/kg y entre 10,1 y 84,6 g/kg,
respectivamente. Ademaés, este autor hall6 que un incremento en glucosa va

siempre asociado a mayores concentraciones de D-pinitol (Turhan, 2014)

La pulpa presenta bajo contenido en proteina (3—4,7%) ( Ozcan et al., 2007;
Mahtout et al., 2018; Papaefstathiou et al., 2018). Mahtout y colaboradores
analizaron el contenido de proteina en base a su solubilidad, obteniendo una
mayor cantidad de glutenina insoluble (2,6%). Ademéas, mostraron mayor
valor de digestibilidad proteica en comparacién con las proteinas de las

semillas, la vaina y las hojas de algarrobo (Mahtout et al., 2018).

Otro nutriente que se encuentra en concentraciones bajas es la grasa, cuyo
porcentaje oscila entre 0,2% y 1,5% ( Ozcan et al., 2007; Mahtout et al., 2018;

Papaefstathiou et al., 2018).
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Semillas

Como se ha comentado anteriomente, las semillas estdn compuestas por la

piel, germen y endospermo (Figura 8).

La piel o cubierta seminal, cuya eliminacion es el primer paso de la extraccion
de la goma garrofin, es similar a la pulpa en términos de composicion
nutricional. Tiene un alto contenido en hidratos de carbono (75,8% — 93,3%)
(Albertos et al., 2015; Aubin Dakia et al., 2017; Rico et al., 2019), siendo los
azlcares simples mas abundantes la arabinosa (20,3%) y la xilosa (6%),
seguido de la galactosa (1,6%), la glucosa (1,2%), la ramnosa (1,1%) y la
manosa (0,7%) (Aubin Dakia et al., 2017). Posee méas contenido en fibra
insoluble (60,3-62%), donde la celulosa, hemicelulosa y lignina representan
el 33%, 20% y 9% de la fibra, respectivamente (Albertos et al., 2015; Lakkab
et al.,, 2019; Rico et al., 2019). Tiene un contenido elevado de compuestos
fendlicos donde el grupo fenolico mayoritario son los flavonoles y el
componente con mayor concentracion el ramnosido de quercetina (Albertos
et al., 2015; Lakkab et al., 2019; Rico et al., 2019). En la Tabla 3 se recogen los

componentes fenolicos encontrados en la piel de la semilla de algarrobo.
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Arabinosa
Xilosa
Galactosa

Hidratos de carbono azdcares simples
Glucosa

Ramnosa
Manosa

Hemicelulosa I

Compuestos activos Polifenoles

Piel Fibra insoluble

Proteinas Perfil aminoacidos completo
Semillas Germen
Linoleico
Acidos grasos Oleico
Palmitico
Lipidos
Fraccion .
insaponificable p-Sitosterol
, Galactomananos
Endospermo Goma garrofin (E410) (manosa:galactosa; 4:1)

Figura 8. Principales componentes de las diferentes partes de la semilla del algarrobo.
Elaboracién propia.
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Tabla 3. Componentes fendlicos de la piel de semilla de algarrobo.

Polifenoles
Acidos fendlicos Acido Galico
Digalato de glucosa
Trigalato de glucosa
Apigenina 6-C-hexosil-8-C-hex6sido
Apigenina 6-C-hexosil-8-C-pentbsido
Quercetina 3-O-glucoésido
Quercetina O-pentodsido
Apigenina C-hex6sido-O-ramnosil-hexésido
Quercetina O-ramnosido
Isorramnetina 3-O-hexdsido
Isorramnetina O-pentésido
Kaempferol O-ramnoésido
Isorramnetina O-ramnosido

Flavonoides

El contenido de proteinas y grasas de la cubierta de la semilla, es bajo, con un
porcentaje aproximado de 3,7-5,8% y 0,3—0,5% respectivamente, mientras

que el germen tiene mayor contenido proteico y lipidico

Las proteinas del germen, consideradas como proteina completa por incluir
los aminoacidos esenciales, varian entre un 24% y 67% (Dakia et al., 2007;
Bengoechea et al., 2008; Durazzo et al., 2014) dependiendo del método de
extraccion. Las glutelinas son las més abundantes (78%) mientras que la
fraccion de albimina/globulina comprende un 22% (Smith et al., 2010). Del
germen destaca el caroubin, una proteina que posee similitudes en su

propiedades reologicas con el gluten de trigo (Yulan Wang et al., 2001).

En la Tabla 4 se recoge la composicién lipidica del germen, la cual tiene un
perfil nutricionalmente interesante, con un porcentaje que varia segin los
estudios, entre 2,5% y 2,0% (Durazzo et al., 2014; Rico et al., 2019), o entre
7,1% y 8,2% (Dakia etal.,, 2007; Siano etal.,, 2018). El acido graso
predominante es el linoleico (43—45%) seguido del oleico (32-35,5%) y
palmitico (14,1-15,7%) (Dakia etal.,, 2007; Siano etal.,, 2018). En
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consideracion a la fraccion insaponificable, destaca el B-Sitosterol (736,6 +

36,8 mg/kg) (Siano et al., 2018).

Tabla 4. Componentes lipidicos encontrados en el germen.

Lipidos
Linoleico, C18:2, w-6¢
Oleico, C18:1, w-9¢
Palmitico, C16:0
Esteérico, C18:0
Linolénico, C18:3, w-3
Araquidico, C20:0
cis-11-Eicosenoico, C20:1
Behénico, C22:0
Lignocérico, C24:0
Palmitoleico, C16:1
Heptadecanoico, C17:0
Gadoleico, C20:1
[-Sitosterol
Estigmasterol
As5-Avenasterol
Fraccion Insaponificable Campesterol

 + y-Tocoferol

a-Tocoferol

Escualeno

Acidos grasos

En los distintos cultivos de algarrobo, el perfil fenolico de la cubierta muestra
variaciones, con un rango que va desde el 3,2% hasta el 11,6%, confirmandose

la presencia de acido galico en todas las muestras (Custédio et al., 2011).

Ademas de la cubierta y el germen, la semilla contiene el endospermo, del cual
se obtiene la goma garrofin, un polvo blanco amarillento inodoro (Bampidis
et al., 2022), cuyo compuesto principal es el galactomanano (66,5% — 85,2%)
(Dakia et al., 2008; Aubin Dakia et al., 2017) un polisacarido de elevado peso
molecular. Su estructura molecular, compuesta por una cadena principal de
manosa con ramificaciones de galactosa, le confiere una gran capacidad para
retener agua y formar soluciones viscosas, lo que la hace ideal para mejorar la

textura y estabilidad de productos como helados, salsas, productos lacteos y
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panificados. Ademés, su origen natural y su compatibilidad con otros

hidrocoloides la convierten en una alternativa en la industria alimentaria.

A parte de galactomanano, el endospermo contiene trazas de glucosa, xilosa,
arabinosa y ramnosa, y un contenido lipidico bajo (0,8% — 1,5%) (Dakia et al.,

2008; Durazzo et al., 2014).

El contenido en proteina oscila entre un 5,2% y 7,2%. Son proteinas
estructurales y enzimaticas presentes en el endospermo, pero este contenido
puede incluir una potencial contaminacién por fragmentos de germen (Dakia
et al., 2008; Durazzo et al., 2014; Dakia et al., 2017). En relacion a la cantidad
de compuestos fenolicos, es la estructura seminal con menor cantidad

(Durazzo et al., 2014).

1.2.2. Propiedades funcionales

El algarrobo ha sido objeto de numerosas investigaciones que han mostrado
sus beneficios para la salud. Se han analizado tanto extractos de las diferentes
partes del fruto como productos derivados de este, e incluso de las hojas del
arbol. A continuacidén, se analizaran algunas de las propiedades biologicas
atribuidas a los subproductos derivados de la algarroba englobando a los

componentes extraidos de ellos.

Antioxidante

Como se ha comentado anteriormente, la algarroba es rica en flavonoides y
acidos fenodlicos, especialmente los subproductos generados en la extracciéon
de la goma garrofin, la pulpa de la vaina y la piel de las semillas. Se sabe que
estos polifenoles tienen capacidad de reducir las especies reactivas de oxigeno
(ROS) y el 6xido de nitrogeno (NO) proporcionando proteccion frente al dafio

celular (Kumar & Goel, 2019; Shen et al., 2022). Es por ello que la algarroba
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ha sido objeto de varios estudios en los que se ha examinado su potencial
antioxidante basdndose fundamentalmente en el método de la determinacién
del radical libre 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH). Los resultados han
mostrado una respuesta dosis-dependiente de los diferentes extractos
obtenidos de los subproductos de algarroba observiandose que la accién
antioxidante vari6 dependiendo del método de extracciéon empleado (Roseiro

et al., 2013; Mansouri et al., 2022; Kavvoura et al., 2023).

Respecto a estudios in vitro, se ha analizado el efecto de los antioxidantes
presentes en extractos de semillas de algarroba sobre las ROS en algunos tipos
celulares. Por ejemplo, en fibroblastos, los compuestos fendlicos, suprimieron
los niveles de ROS provocados por el peréxido de hidrogeno (H»O.) (Kavvoura
et al., 2023). En animales se han confirmado las propiedades antioxidantes al
elevar los niveles de las enzimas antioxidantes super6xido dismutasa (SOD) y
la glutation peroxidasa (GPx), y reducir la concentracién del malondialdehido

(MDA) (marcador de estrés oxidativos) (Lakkab et al., 2022).

Anticancerigeno

Se ha descrito la actividad antiproliferativa y apoptoética de derivados de
algarroba contra células cancerigenas. En varios estudios del equipo de
Klenow y colaboradores se ha examinado el efecto del extracto de fibra de
algarroba en células de adenocarcinoma colorrectal. Los resultados mostraron
una potente inhibicién en la proliferacion celular atribuida a la supresion de

la sintesis de ADN (Klenow et al., 2008,, 2009; Klenow & Glei, 2009).

Por otro lado, Custodio y colaboradores, concluyeron que la pulpa de
algarroba afecta a la viabilidad de células cancerosas de cérvix y de mama,
reduciéndola via apoptosis (Custodio etal., 2011). Como curiosidad, los

resultados indicaron que ese efecto estaba influenciado por el género y tipo de
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cultivo del algarrobo ya que los cultivares hermafroditas presentaron mayor
actividad que los arboles femeninos. También se ha demostrado que los
extractos de la pulpa de algarroba tienen actividad antiproliferativa frente a
células de cérvix y de mama, ademas de en células de neuroblastoma de ratas

(Roseiro et al., 2013).

Antidiabético

La DM2 esta caracterizada por una resistencia a la insulina e hiperglucemia
causada por una disfuncion en las células B del pancreas. La obesidad y el
sobrepeso, asi como el seguimiento de dietas con bajo consumo de vegetales,

se consideran un factor de riesgo (Elsayed et al., 2023).

Estudios in vivo han utilizado productos de la algarroba como terapia para
regular el control de la glucemia. En ratas sanas, la administracion de fibra
insoluble de algarroba disminuia la glucemia postprandial (Macho-Gonzalez
et al., 2017). Ademas, al afiadirla a una matriz alimentaria como la carne, la
fibra reducia la hiperglicemia y mejoraba los niveles de insulina en ratas

diabéticas (Macho-Gonzalez et al., 2020).

Como se ha comentado anteriormente, uno de los componentes mayoritarios
de la pulpa es el D-pinitol, el cual ha demostrado tener multiples propiedades,
entre ellas la regulacion de la insulina (Azab, 2022). La reduccion de la glucosa
en ayunas y la mejora en el peso corporal, asi como la tolerancia a la glucosa y
a la insulina en ratas con DM2, fueron respuestas dosis-dependiente
observadas con la ingesta de D-pinitol (Geethan & Prince, 2008; Gao et al.,

2015).

Hipolipemiante
La dislipidemia se caracteriza por niveles anormales de CT, TGs y algunas

especies de lipoproteinas (LDL, HDL y lipoproteina (a)) y esta asociada con el
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aumento de riesgo de ECV aterosclerética (Berberich & Hegele, 2022). Entre
las recomendaciones de las guias europeas para el manejo de las
dislipidemias, se encuentra la modificaciéon de los habitos dietéticos para la
mejora del perfil lipidico. Una de las indicaciones es el aumento de alimentos

ricos en fibra (Mach et al., 2020).

Debido al alto contenido de fibra de la algarroba, especialmente de la pulpa,
se penso6 que podria tener efectos sobre los niveles de lipidos plasmaticos y es
por ello que se han llevado a cabo estudios en humanos y animales, como se

recoge en la revision de Nemet y colaboradores (Nemet et al., 2022).

Al afiadir preparados de fibra insolubles de algarroba con polifenoles en dietas
altas en grasas, los niveles de TGs, CT y LDL se atenuaron en ratones (Valero-

Muioz et al., 2014, 2019) y conejos (De La Fuente-Fernandez et al., 2020).

La algarroba, también, ha tenido efecto sobre la hipertrigliceridemia
postprandial ligada a la resistencia de la insulina y la DM2. En ratas que
seguian una dieta normal, los TGs y LDL disminuian de forma dosis-
dependiente, es decir, a mayor cantidad de algarroba y durante mas tiempo,
los niveles de hipertrigliceridemia postprandial se reducian (Macho-Gonzalez
et al., 2018). Asimismo, se ha sugerido el uso del extracto de fibra de la pulpa
de algarroba como un ingrediente funcional destinado a pacientes con pre-
diabetes para corregir las alteraciones lipidicas. Esta sugerencia nace del
resultado obtenido en ratas con DM2, cuyo perfil lipidico mejoraba al anadir

a la dieta el extracto de algarroba (Macho-Gonzalez et al., 2019).

En humanos también se han llevado a cabo intervenciones cuyos resultados
estan en consonancia con los obtenidos en animales. Por ejemplo, Ruiz-Roso
y colaboradores (Ruiz-Roso et al., 2010) reclutaron a 97 pacientes con riesgo
cardiovascular y a la mitad les administraron Exxenterol®), un preparado de

fibra insoluble rica en polifenoles de la algarroba. En comparacion con el
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grupo que recibia placebo, los niveles de CT, TGs y LDL disminuyeron,
mientras que el HDL mejord tras las cuatro semanas del tratamiento. Otros
preparados de fibra de algarroba han sido afiadidos a alimentos como leches,
panes, cereales o barritas (Zunft et al., 2001, 2003; Martinez-Rodriguez et al.,
2013). A la hora de comprobar sus efectos en voluntarios con riesgo
cardiovascular, se vio que los niveles de CT, TGs y LDL disminuian, aunque
los resultados no eran significativos (Zunft et al., 2001; Martinez-Rodriguez
et al., 2013). Cuando se comparaba con un grupo placebo, el resultado de los

anélisis de CT y LDL si fueron significativos (Zunft et al., 2003).

Antimicrobiano

Actualmente hay una problematica con la resistencia a antimicrobianos que
atenta sobre la salud humana y animal. Son multiples los microorganismos
que desarrollan resistencia, por lo que ha aumentado la buasqueda e
investigacion de nuevas alternativas, focalizandose en las especies vegetales
(World Health Organization, 2016; Gonelimali et al., 2018). Las plantas
contienen gran cantidad de compuestos con actividad antimicrobiana
(Gonelimali et al., 2018) siendo el fruto del algarrobo también estudiado con
esta finalidad. En la Tabla 5 se recogen los tipos de extractos de algarroba
empleados y las bacterias y hongos sobre los que ejercen su actividad
inhibitoria. Tal y como se puede ver, esta propiedad antimicrobiana se ha
asociado a los compuestos fenolicos, en el caso de extractos etanolicos (Tassou
et al., 1997; Meziani et al., 2015), e hidrocarburos y monoterpenos, en el caso
de los aceites esenciales (Hsouna et al., 2011). Ademaés, se podria considerar a
la algarroba coadyuvante de los antibi6ticos dado que potencian su accion

(Ibrahim et al., 2013; Abdul-Hussein, 2018).
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Tabla 5. Bacterias y hongos afectados por diferentes extractos de los subproductos de la
algarroba.

Extracto Bacteria
Staphylococcus aureus ATCC 6536
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Micrococcus luteus ATCC 1880
Staphylococcus epidermis ATCC 12228

L 1e Bacillus cereus ATCC 14579
Metanélico Bacillus subtilis ATCC 6633
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Listeria monocytogenes (aislado de comida)
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Acuoso Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Staphylococcus aureus S-6
Etandlico Staphylococcus aureus 722
Pseudomonas fragi
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus subtilis ATCC 6633
Staphylococcus epidermis ATCC 12228
Enterococcus faecalis ATCC 29212

ésc:rlltcei:ﬂes Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli ATCC 8739
Salmonella enteritidis
Listeria monocytogenes
Hongo
Acuoso Candida albicans
Fusarium graminearum
Fusarium culmorum
Aceites Aspergillus niger
esenciales  Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus
Aspergillus nidulans
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1.3. Vesiculas extracelulares (VEs)

1.3.1. Definicién

Las vesiculas extracelulares (VEs) son nano- o microparticulas delimitadas
por una bicapa lipidica y liberadas por todo tipo de células incluyendo
animales, plantas, bacterias y hongos (Welsh et al., 2024). En los afios 60
fueron descritas como un mecanismo de eliminacion al medio extracelular de
desechos intracelulares (Wolf, 1967). Sin embargo, en la actualidad diversas
investigaciones han sugerido que desempefian un papel importante en la
comunicacion celular transportando proteinas, lipidos, acidos nucleicos
(ARN, microRNAs, DNA) y otros metabolitos (Van Niel et al., 2018).

1.3.2. Biogénesis y tipologia

De manera general se recomienda el uso del término VEs debido a la

heterogeneidad de los subgrupos que se han descrito (Welsh et al., 2024).

Los principales grupos descritos son los ectosomas y los exosomas clasificados
de acuerdo a su tamano y biogénesis. En la Figura 9 se representan de manera
esquematica las vias de biogénesis y secrecion de ambos tipos. Los ectosomas
son un grupo de VEs de medio (200 — 800 nm) y gran tamafo (> 1000 nm)
producidas por la evaginacion o gemacién de la membrana plasmatica (Buzas,
2023). Sin embargo, los exosomas son de origen endosomal, liberados al
fusionarse los cuerpos multivesiculares (CMVs) con la membrana plasmatica.
Son considerados como VEs pequefias al tener un tamafno de 50 y 150 nm

(Buzas, 2023).
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Figura 9. Representacién de la biogénesis de los dos grupos principales de VEs: ectosomas

y exosomas. Fuente: Buzas, 2023.

La formacién de exosomas y el transporte de los CM Vs estan regulados por los
Complejos de Clasificacion Endosomal Requeridos para el Transporte
(ESCRT, por sus siglas en inglés). Es por ello que se espera que también sus
proteinas accesorias (Alix, TSG101, HSC70 y HSP9of) se encuentren en los
exosomas sin importar el origen celular. Ademas, existe otra via de formacion
independiente de ESCRT, regulada por tetraspaninas (CD63, CD9 y CD81).
Aunque estas proteinas se consideraban como marcadores especificos de

exosomas, se han encontrado también en subgrupos de ectosomas como
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cuerpos apoptoticos (CA) y microvesiculas (MVs) (Van Niel et al., 2018; Doyle
& Wang, 2019).

1.3.3. Aislamiento de VEs

Actualmente el aislamiento de VEs es un desafio dado que no hay una
metodologia estandarizada y existe una variedad de poblaciones con
caracteristicas diferentes, a lo que también se suma la complejidad de los
fluidos de donde son extraidas (Doyle & Wang, 2019; Sidhom et al., 2020).
Independientemente de la nomenclatura, las VEs han sido aisladas por varias
técnicas siendo las principales: precipitacion, ultracentrifugacion diferencial
(UCD), ultrafiltracion, gradiente por densidad, cromatografia por exclusion

molecular (SEC) y técnicas de flujo (Figura 10) (Welsh et al., 2024).
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Figura 10. Técnicas de aislamiento mds utilizadas para el aislamiento de VEs. Fuente: Welsh
et al., 2024.
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El primer método empleado para el aislamiento de VEs fue la UCD y, a dia de
hoy, es considerada la técnica “gold standar" (Doyle & Wang, 2019). Se basa
en la separacion secuencial de particulas por sedimentacion dependiendo de
la densidad y tamafio. El proceso comienza con una serie de centrifugaciones
crecientes cuyo objetivo es obtener una concentracion elevada de exosomas,
aunque también puede haber una elevada cantidad de MVs, CA, lipoproteinas
y agregados proteicos. El Gltimo paso es una ultracentrifugaciéon de 100.000
—200.000xg durante minimo 70 minutos (Sidhom et al., 2020). No obstante,
el uso de este método viene asociado a problemas. Por un lado, sucesivas
repeticiones de ultracentrifugacion pueden afectar la integridad estructural y
biologica de los exosomas, originar agregaciones, co-sedimentar particulas y
generar un rendimiento suboptimo (Visan et al., 2022). Ademas, es un
procedimiento que requiere tiempo (Doyle & Wang, 2019; Sidhom et al.,
2020). Es por ello que su popularidad esta cayendo y nuevas metodologias

estan surgiendo, como la cromatografia por exclusion molecular o SEC.

La SEC se basa en el peso y en el tamano de las particulas. La muestra se coloca
en la parte superior de una columna cargada con un matriz formada por
polimeros como agarosa o dextranos con un tamafno de poro definido. Las
particulas de mayor tamafno atraviesan mas rapidamente la matriz,
recolectandose en fracciones tempranas, mientras que las mas pequenas se
retienen por mas tiempo y eluyen en fracciones posteriores. Existen variables
que afectan a la separacion por SEC como la composicién y el tamafio de la
matriz, el método de empaque de la columna, la velocidad de flujo, y la

concentracion y volumen de la muestra inicial (Welsh et al., 2024).

La SEC ha evidenciado multiples ventajas frente a otras técnicas de
aislamiento: alta pureza de las VEs, preservacion de la integridad fisica y
molecular de las VEs, gran eficiencia con un tiempo de procesamiento de

aproximadamente 20 minutos por muestra, facilidad de aplicacion y
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escalabilidad, bajo coste y minima necesidad de personal capacitado
(Mongui6-Tortajada et al., 2019; Sidhom et al., 2020). En la Tabla 6 esta

representada una comparativa entre la UCD y la SEC.

La SEC se utiliza frecuentemente asociada a otras técnicas como la UCD y la
ultrafiltraciéon. Se ha observado que una combinacién de SEC con la técnica
de filtracion tangencial por flujo (TFF, por sus siglas en inglés) resulta en un
aislamiento con elevado rendimiento cualitativo y cuantitativo de exosomas
(Visan et al., 2022).

Tabla 6. Comparacién entre las técnicas de aislamiento por Ultracentrifugaciéon Diferencial

(UCD) y Exclusién por Peso Molecular (SEC). La puntuacién se clasifica como elevado (+++),
intermedio (++) y bajo (+). Fuente: Sidhom et al., 2020.

UCD SEC
Mecanismo de . ) Tamafo, forma, peso
.. Tamano, densidad
separacion molecular
Especificidad ++ ++
Recuperacion ++ +4++
Pureza +++ +++
Volumen de la
L. +++ +
muestra inicial
Tiempo +++ +
Coste + +
Equipamiento
L. ++ +
especializado
Complejidad ++ +
Eficiencia ++ +++
Funcionalidad de
++ +++
las VEs
Escalabilidad ++ +++
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1.4. VEs en plantas

1.4.1. Historia y nomenclatura

A mitad de la década de los 60, cuando atn se consideraba que las VEs de
animales sblo eran mecanismos de eliminacién de desechos, se realizd la
primera observacion de VEs en plantas. Mediante microscopia electronica, se
obtuvieron imagenes en las que los CMVs de células de zanahoria se
fusionaban con la membrana plasmatica y liberaban vesiculas al espacio

intersticial (Halperin & Jensen, 1967).

Cuarenta anos después, en 2007, el equipo de An y colaboradores sehal6 una
posible secrecion de vesiculas vegetales, bioldgica y morfolégicamente
similares a exosomas de mamiferos, al espacio extracelular mediante la fusion

de CMVs con la membrana plasmatica (An et al., 2006).

En el afo 20009, se aislaron por primera vez vesiculas a partir de los fluidos
extracelulares de las semillas de girasol (Regente et al., 2009). Ese fluido
extracelular correspondia al apoplasto (fluido apoplastico, FA), el espacio
externo periférico a la membrana plasmatica de las células vegetales que
abarca las paredes celulares y los espacios libres intercelulares de los tejidos
vegetales. El apoplasto esta involucrado en una amplia gama de procesos
fisiologicos: transporte de agua y nutrientes via xilema, mecanismos de
defensa de la planta, interacciones celulares, mantenimiento de las paredes
celulares y transmision de sefales ambientales y de desarrollo (Rodriguez-

Celma et al., 2016).

Mas recientemente, otros investigadores han aislado VEs del FA de diversas

plantas: Arabidopsis thaliana (Rutter & Innes, 2017; Cai et al., 2018; He et al.,
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2021), Sorghum bicolor (Chaya et al., 2023) y cultivares de plantas de caAfiamo

(Ipinmoroti et al., 2023).

En todos estos estudios se ha utilizado la técnica de la infiltracién al vacio
seguida de centrifugacién para recolectar el FA. El tejido se somete a
infiltracion de un tampoén salino bajo vacio, y, a continuacién, el fluido

resultante se extrae del apoplasto de los tejidos mediante centrifugacion.

Por otro lado, en 2023, se aislaron por primera vez VEs de la savia del floema
de plantas de melon (Garzo et al., 2023). El floema, junto con la xilema, forma
parte del sistema de transporte vascular de las plantas. Su funcién principal
es el transporte de fotosintatos desde una fuente, principalmente un 6rgano

fotosintético activo, hasta los sumideros, 6rganos y tejidos de destino.

Aunque se sabe que las células y tejidos de animales liberan diferentes tipos
de VEs al medio extracelular, en el mundo vegetal es mas complicado
definirlos con exactitud. Las nanovesiculas que se han aislado tanto en el FA
como en el floema, podrian ser consideradas como verdaderas VEs ya que en
su aislamiento no se emplean métodos que puedan producir destruccién
celular. Sin embargo, no esta tan claro que esa nomenclatura sea apropiada
cuando las vesiculas se aislan de zumos de frutas, ya que en estos casos pueden
formarse vesiculas microsomales a partir de diferentes membranas celulares
rotas durante el proceso (Pinedo et al., 2021; Welsh et al., 2024). Es por ello
que en muchos articulos se les consideran como nanovesiculas similares a
exosomas o a VEs. No obstante, se recomienda el uso genérico de VEs, en lugar
de exosomas, hasta que se conozca con mayor exactitud el origen subcelular.
Asimismo, se sugiere (Pinedo et al., 2021) el término nanovesiculas (NVs)
para las fracciones vesiculares de tejidos vegetales obtenidas con procesos
destructivos donde no se puede establecer una liberacion natural en el espacio

extracelular (Figura 11).
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Para mayor comprension de dicha tesis, a partir de aqui se empleara el

término nanovesiculas de manera general.

VN

Apoplasto  Destruccion de tejidos
Floema cclulares

l l

VEs NVs

Figura 11. Representacion ilustrativa del aislamiento de las vesiculas extracelulares (VEs)
de plantas extraidas de fluidos y nanovesiculas (NVs) resultantes de la ruptura de tejidos y
células vegetales. Tras aplicar métodos de aislamiento (UCD, SEC, ultrafiltracion, grandiente
por densidad) se obtienen contenidos diferentes. Por un lado, cuando se parte de apoplasto o
floema, se consiguen VEs naturales; mientras que después de utilizar métodos disruptivos, se
adquiere una mezcla de VEs con desechos de organulos intracelulares como mitocondrias,
reticulo endoplasmatico o cloroplastos entre otros. Adaptacion de Pinedo et al., 2021.

1.4.2. Biogénesis

Aunque la biogénesis de las VEs de plantas no esta bien definida, los estudios
muestran tres vias diferentes (representadas en la Figura 12): (i) asociadas a
Tetraspanina 8/Tetraspanina 9 (TET8/TET9) secretadas a través de CMVs,
(ii) asociadas a PEN1, (iii) derivadas de organelos positivos para el exocisto
(EXPO). Ademaés, podria haber otras subpoblaciones derivadas de vacuolas

y/o autofagosomas (Lian et al., 2022).

La TET8 es un homodlogo de CD63, un marcador clasico de exosomas en

sistemas animales. Las VEs asociadas a TET8 probablemente deriven de
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CMVs y podrian ser consideradas como auténticos exosomas de plantas (Cai

et al., 2019).

Los organelos EXPO son especificos de plantas, diferentes a los CMVs pero
dependientes de exocitosis. Las NVs derivadas de EXPO estan marcadas por
componentes del complejo Exocisto Exo70E2 y podrian desempenar un papel
de relocalizacion de moléculas relacionadas con la defensa durante la invasion

de patogenos (Cai et al., 2019).

La proteina PEN1 se identificé por primera vez como una Sintaxina especifica
de plantas asociadas a la membrana plasmatica (MP). Sin embargo, la via de
biogénesis de las NVs derivadas de PEN1 es atin desconocida (Cai et al., 2019).
Algunos autores como Chaya y colaboradores (Chaya etal., 2023) la
consideran como un marcador universal de VEs de plantas al participar en la

entrega de compuestos de defensa y no como una proteina de carga funcional.

Ademas de estas proteinas, se consideran posibles marcadores de VEs de
plantas las siguientes proteinas citosolicas: Anexina, Heat shock proteins
(HSP70, HSP9o0), Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
Patelinas (PATL-1y PATL-2) (Pinedo et al., 2021).
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Figura 12. Vias de biogenesis de NVs de plantas. (A) Por un lado se encuentran las NVs
asociadas a TET8/TET9, secretadas por CMVs y con un tamaifio similar a los exosomas de
animales (6 — 150nm). La formacién de NVs asociadas a PEN1 no ha sido determinada en el
momento de la escritura de la tesis. Las NVs derivadas de los organelos positivos para el
exocisto (EXPO) tienen un tamafio en torno a 200 — 500nm. Podrian existir otras
subpoblaciones derivadas de vacuolas y/o autofagosomas. (B) Representacion grdfica del
paso de las NVs a través de la pared celular donde las hidrolasas podrian estar implicadas.
(C) Composicién de las NVs. GN/EE: red trans-Golgi/endosoma temprano; RE: reticulo
endoplasmico; MVB: cuerpos multivesiculares (CMVs); ILV: vesicula intraluminal; AF:
autofagosomakEl simbolo de interrogacién (?) significa ruta hipotética. Fuente:Ambrosone et
al., 2023.
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1.4.3. Propiedades funcionales

En los udltimos afios, el interés de la comunidad cientifica por las NVs
derivadas de plantas ha crecido significativamente. Como se ha comentado,
desempeiian un papel clave en la comunicacion intercelular, pero también se
ha demostrado que poseen diversas propiedades funcionales, ya que pueden
transportar moléculas bioactivas (Figura 13), modular la respuesta

inmunologica o actuar como vehiculos de farmacos.

Las NVs de plantas han sido aisladas de numerosas especies y de diferentes
organos o tejidos como hojas, raices, semillas y frutos. De todos ellos, los
frutos son los 6rganos vegetales mas estudiados por su contribucion a la dieta

humana (Lo et al., 2024).

El papel fisiologico de las NVs derivadas de plantas puede estar determinado
por la diversidad de biomoléculas que contienen como proteinas, lipidos,
acidos nucleicos y metabolitos (Figura 13). Dichas biomoléculas pueden
participar en procesos tales como la comunicacion célula-célula, la respuesta
inmune de la planta, la simbiosis planta — microbio e incluso interactuar con

células animales (Sanchez-Lopez et al., 2024).
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Figura 13. Representacién esquematica del contenido de NVs de plantas. Fuente: Lian et al.,
2022.

En las siguientes paginas se presentan y analizan las propiedades biologicas
de las NVs de frutas (Tabla 7), verduras y especias (Tabla 8) y otras plantas

comestibles (Tabla 9), destacando su efecto y el mecanismo de accion.
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Tabla 7. Efectos descritos en NVs de frutas. Adaptada y actualizada a partir de Lo et al, 2024.

Fruta

Efecto

Mecanismo

Referencia

Limoén

Antioxidante

Disminucioén de los niveles de ROS en fibroblastos humanos (HDF) y
embriones de pez cebra estimulados con H-O- y rayos ultravioleta
(uv)

Activacion de la via AhR—Nrf2 en fibroblastos

Mejora la supervivencia de células madre estromales (MSC) tratadas
con H20-

(Baldini et al., 2018;
Urzi et al., 2023)

Antiinflamatorio

Disminucion de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-1 y TNF-a),
inhibicién de NF-kB mediante la reduccion de la fosforilacion de
ERKi1-2 en macrofagos murinos (RAW264.7) estimulados con LPS
Disminucién de citoquinas proinflamatorias y un aumento de
moléculas antiinflamatorias en linfocitos T humanos primarios
Reduccion de IL-6 y TNF-q, y aumento de IL-10 en células THP-1
tratadas con LPS

Alivio significativo de los sintomas y las caracteristicas histologicas
en la colitis inducida por acido 2,4-dinitrobenzenosulfirico (DNBS)
en ratas, y modulacion de NF-kB y Nrf2

(Raimondo et al.,
2022)

Anticancerigeno

Inactivacion de las células intestinales cancerosas HCT-15y SW480 a
través de la supresion del p53

Inhibicién de la proliferacién celular mediante la activacién de la
muerte celular apoptoética mediada por TRAIL, de las lineas
tumorales A549, SW480, LAMAS84 y en el modelo de xenoinjerto
LAMAS84 en ratones NOD/SCID

Aumento de la expresion del gen GADD45A provocando la detencion
del ciclo celular en la fase S y la generacién de ROS en células
géstricas cancerosas (AGS, BGC-823 y SGC-7901)

(Raimondo et al.,
2015; Yang et al.,
2020; Takakura et al.,
2022)
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Tabla 7. Continuacién.

Fruta Efecto Mecanismo Referencia
Cicatrizante - Ff;lvoremmlento del cierre de heridas causadas por rayos UV en (Urz et al., 2023)
células HDF
Limén Modulacién de la - Modulacién de la microbiota intestinal de ratas con colitis (Lei et al., 2020,
microbiota - Aumento de la supervivencia de bacterias probiéticas (Lactobacillus ~ 2021; Tinnirello
rhamno-sus GG y Streptococcus thermophilus) etal., 2024)
- Bloqueo del ciclo celular en la linea celular de melanoma humano
A375 en el punto de control G2/M (Stanly et al., 2020;
Anticancerigeno - Aumento de los niveles ROS provocando un efecto antiproliferativo Castelli et al.,
en células leucémicas (U937 y K562) y en cultivos de blastos 2023)
primarios de leucemia mieloide aguda
- Mejora de la colitis inducida en ratones por sulfato de dextrano
Pomelo iinfl : , 3 . . .y 1
Antiinflamatorio sodico (DSS) mediante la regulacién de la expresién de HO-1, IL-1fy  (Wang et al., 2014)
TNF-a
Antioxidante - Reduccién de la formaciéon de ROS en HaCaT (Savci et al., 2021)
- Aumento de la migracion y expresion de genes relacionados con la
Cicatrizante cicatrizacién de heridas (COL1A1, fibronectina, vimentina, laminina) ~ (Savci et al., 2021)

en queratinocitos (HaCaT)
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Tabla 7. Continuacién.

Fruta Efecto Mecanismo Referencia
- Aumento del tamafio de las vellosidades, disminucién del contenido
de triglicéridos y modulaciéon de los niveles de ARNm de genes (Berger et al
Regeneracion implicados en la respuesta inmune (TNF-q, IL-1), permeabilidad de 2020) ’
. barrera (CLDN1, OCLN, ZO1), absorcién de grasa y liberacién de
Naranja . . .
quilomicrones en ratones con obesidad
- Regulacién de la expresion de genes asociados con la inflamacion (Bruno et al
Antiinflamatorio (ICAM 1y HMOX1) y las uniones estrechas (OCLN, CLDN1 y MLCK) 2021) ’
de la linea Caco-2
Antioxidante - Re'ducFlon de la actividad enmmatlca’ relacionada ’con el estrés (Liet al., 2023)
. oxidativo causado por H20- en macrofagos de raton (RAW 264.7)
Mandarina > - -
Antiinflamatorio - {Xtenu.amon de los factores l’nﬂamatorlos,(IL—6, TNFaq, IL-1f e IL-10) (Liet al., 2023)
inducidos por LPS en macr6fagos de raton (RAW 264.7)
Alteracion genes - Disminucién de la expresién de ASBT, OATP2B1y OCTN2 y aumento  (Fujita et al.,
transportadores de BCRP 2018)
Antiinflamatorio - Red;icwn def'I;F—ElB medzlante l’a ate{;u';lcwlil de las senales inducidas (2’1(‘)r2e;1)t1n1 etal,
Manzana por TLR4 en fibroblastos de raton (células Lg29)
- Prevencion de la degradacién de la matriz extracelular mediante el
Cicatrizante aumento de la sintesis de colageno (COL3A1, COL1A2, COL8A1y (Trentini et al.,

COL6A1) y la disminucién de la produccién de metaloproteinasas
(MMP1, MMP8 y MMP9) en fibroblastos de raton (células L929)

2022)
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Tabla 7. Continuacién.

Fruta Efecto Mecanismo Referencia
. - Proteccion de la colitis inducida por DSS mediante la remodelacion (Juetal,
Uva Regeneracion R .
del tejido intestinal 2013)
- Neutralizacién de ROS inducidas por TNF-a en células endoteliales .
(De Robertis
EA.hy926
- e . et al., 2020;
Antioxidante - Disminucién de ROS, aumento del potencial de la membrana Zhao et al
mitocondrial y prevencion de la apoptosis celular en células HepG2 2022) N
tratadas con rotenona
Arandano Antiy pro- - Disminucién de IL-1B e IL-8 y aumento de NF-«f y TLR5 en células (Leng et al.,
inflamatorio Caco-2 2023)
. Mejora de la resistencia a la insulina, de la disfuncién de los
Tratamiento de ; 9 »
higado graso no hepatocitos y regulacion de la expresion de genes (Zhao et al.,
alcohélico desintoxicantes/antioxidantes en ratones alimentados con una dieta 2022)
alta en grasas
. . _ ., ’ . . ’ . P 1‘
Fresa Antioxidante Prevencion de estrés oxidativo en células madre mesenquimatosas (Perut et al.,
(MSCs) 2021)
- Mejora de la calidad, la funcion del muasculo esquelético y la expresion
Bayas de . . , (Zhou et al.,
. Antienvejecimiento de la via AMPK/SIRT1/PGC1a
Goji 2024)

- Activaci6n de la regeneracion muscular
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Tabla 8. Efectos descritos en NVs de verduras y especias. Adaptada y actualizada a partir de la publicada por Lo et al, 2024

Verdura Efecto Mecanismo Referencia
Anticancerigeno II}du0010n de la detencion del ciclo celular en la fase S y la apoptosis de (Yang et al.,
células escamosas 2021)
- Reduccién de la expresion del inflamosoma NLRP3 en células escamosas (Yang et al.,
Antiinflamatorio -  Inhibici6n de los niveles de IL-1f, IL-6 y TNF-a en ratones con colitis 2021; Wang
Melén ulcerosa et al., 2023)
amargo - Proteccién frente a radiacién en cardiomiocitos de rata (H9C2) aliviando
el dafio del ADN Cui et al
L. - Mitigaci6n de la lesién miocardica y fibrosis en un model de ratén con (Cuietal,
Antioxidante S L. 2022; Wang
radiacidn toracica
. , . ., et al., 2023)
- Proteccién de la mucosa coldnica regulando la oxidacién al aumentar
GSH, SOD, GSH-PX y CAT en ratones con colitis ulcerosa
- Inhibicién de la disminucién de la expresiéon de moléculas antioxidantes, (Kim &
Antioxidante tales como Nrf-2, HO-1 y NQO-1 en cardiomioblastos (H9C2) y Rhee, 2021)
Zanahoria neuroblastos (SH-SY5Y) ’
" . - Translocaci6on del NRF2 e induccién de la expresion de IL-10 en (Mu et al.,
Antiinflamatorio > B ) .
macrofagos de raton, RAW264.7, inducidas por LPS 2014)
- Disminucién significativa en la produccion de ROS en células Caco-2 y (Hossain
Antioxidante NCI-H441 estimuladas con H202, y en células SHSY5Y tratadas con 6- et al,, 2022)
L. hidroxidopamina v
Brécoli
- Activacion de las vias antiinflamatorias AMPK mediante la regulacion de (Deng et al
Antiinflamatorio la expresion de genes TNF-q, IL-17A, IFN-y y IL-10 en ratones con colitis y 2017) ”

en monocitos
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Tabla 8. Continuacién.

Verdura Efecto Mecanismo Referencia
- Activacion de Nrf2 que condujo a la expresion de un grupo de genes
Antioxidante desintoxicantes/antioxidantes hepaticos (HO-1, NQO1, GCLM, and (Zhuang
GCLC) e inhibi6 la produccion de ROS contribuyendo a la proteccion et al., 2015)
del higado
- Inhibicién del inflamasoma NLRP3, supresion de la expresion de
Caspt1, IL-1, IL-18 y muerte celular piroptdtica en macrofagos
derivados de la médula 6sea (BMDMs) (Mu et al.,
- Aumento de la supervivencia y proliferacion de células epiteliales 2014; Zhang
. ., intestinales, reduccién de TNF-a, IL-6 e IL-1 y aumento de las IL-10 e et al., 2016;
Antiinflamacién IL-22 en modelos de ratones con colitis Chen et al,,
Jengibre - Incremento de la expresion de HO-1, IL-10 y la translocacién nuclear 2019; Yin
de Nrf-2 en células RAW264.7 etal., 2022)
- Contrarresta la inflamacién inducida por LPS al reducir la expresion de
NF-kB, IL-6, IL-8 y TNF-a en células intestinales Caco-2
o . e . (Abd El
Antiesquistosémico Redl'lce 1?:15 cgmphcacmnes de la esquistosomiasis cronica mejorando el Wahab
estrés oxidativo creado y con un efecto hepatoprotector etal,, 2021)
- Reduccion de los mecanismos patogénicos de Porphyromonas (Teng et al.,
Modulacién de la gingivalis tras su interaccion 2018;
microbiota - Regulacion de la composicién de la microbiota intestinal mejorandola  Sundaram
funcion de barrera intestinal para aliviar la colitis etal., 2019;)
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Tabla 8. Continuacién.

Verdura Efecto Mecanismo Referencia
Antiinflamatorio - DlSI‘fll.IIUCIOn de los factores proinflamatorios (IFN-y, IL-6) en células (Song et al.,
hepaticas (HepG2) tratadas con LPS 2020)
- Muerte celular apoptdtica las células A498 (carcinoma renal) y A549 (Ozkan
Anticancerigeno (carcinoma pulmonar) al reducir y aumentar los niveles de expresiéon etal,, 2021)
Ajo de BCL-2 y BAX, P53, CAS9, CAS3, respectivamente v
- Inhibicion de la inflamacion cerebral mediante la regulacion de la via
Antiobesidad c-Myc mediada por c-GAS/STING, que a su vez regula la via AHR (Sundaram
mediada por IDO1 para revertir la resistencia a la insulina inducida por et al., 2022)
una dieta alta en grasas
- Alivio de la inflamacién mediada por el inflamasoma NLRP3 en .
. .. . . R . . : (Liu et al.,
Cebollino Antiinflamatorio lesiones hepaticas inducidas y en ratones con obesidad, suprimen la 2021)
activacion de dicho inflamasoma en ratones con obesidad
- Regulacién de la expresion de TNF-q, IL-6 e IL-13, y HO-1 en
macréfagos RAW264.7 tratados con LPS y en ratones con colitis
inducida (Gao et al.,
Antiinflamatorio ., , . . 2022; Liu
- Fomento de la conversion de macrofagos M1 (pro-inflamatorios) a M2
.. . etal., 2022)
Chrcuma (antiinflamatorios)
- Restauracion de la barrera intestinal comprometida
Modulacién de la - gl‘ngerl;to de Akk'ern(;fmsz‘a, Lfl'cto(;)azlllus, C?:I)str;dlz_ U.C]'ZQ—O;Z.y . (Gaoetal.,
microbiota ifidobacterium; y disminucion de bacteroide, Escherichia-Shigella, 2022)

Helicobactery Staphylococcus
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Tabla 8. Continuacion.

Verdura Efecto Mecanismo Referencia
. - Disminucién de la produccion de NO en macrofagos
Tomatillo .. .
dorado Antiinflamatorio RAW264.7 tratados con LPS (Vanessa et al., 2024)
- Promueve la polarizacion de macréfagos M2
- Apoptosis celular en las células MIA, PaCa-2 y MCF-
Salvia Anticancerigeno 7 mediante la activacién de procaspasa-3 y la (Boccia et al., 2022)

escision de la poli (ADP-ribosa) polimerasa-1

Tabla 9. Efectos descritos en NVs de otros vegetales comestibles. Adaptada y actualizada a partir de la publicada por Lo et al, 2024.

Planta Efecto Mecanismo Referencia
- Reduccion significativa de TNF-q, IL-6 y IL-12, y aumento de IL-10 en
RAW264.7 tratados con LPS (Zuetal
Antiinflamatorio - Enratones con colitis, moderacién de la expresion de TNF-qa, IL-6, IL-12 e 2021) ?
IL-10), mantenimiento de la microbiota intestinal y restauracion de las
barreras colonicas alteradas al modular ZO-1y MUC2
Flores y del del 1 del 1
s .. - i6 - iminacid i Zu et al.,
hojas de  Aptioxidante Aum(.anto e la expresion del gen HO-1y eliminaci6on de las especies (Zu
té reactivas producidas en RAW264.7 tratados con LPS 2021)
- Promoci6n de la apoptosis al aumentar las especies reactivas en células
. , cancerosas de mamé (MCF-7, 4T1, A HeLa Chen et al.,
Anticancerigeno s g . ( 74 . 549.y ,) . (
- Inhibici6én del crecimiento y la metastasis del cancer de mama, supresiéon de ~ 2022)

la metastasis pulmonar y modulacion de la microbiota intestinal en ratones
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Tabla 9. Continuacién.

Planta Efecto Mecanismo Referencia
- Proliferacion y migracion celular de células HaCaT, HUVEC y fibroblastos
Trigo Cicatrizante der.mlcos }.1umanos . . . . (Sahin etal,
- Estimulacion de la angiogénesis y la expresion de colagenasa tipo I en 2019)
células HUVEC
Pro-inflamatorio - Aumento TNF-a en RAW264.7 (Sasaki
Salvado : etal., 2024)
de arroz Anticancerigeno - Induccié i é (Sasaki
uccién de apoptosis en células cancerosas colon26 etal,, 2024)
- Activacién de los mecanismos antioxidantes a través de la modulacion de (Kim et al.
Antioxidante los genes NRF2, HO-1, CAT y SOD en queratinocitos humanos expuestos a 2021) ’
HQOQ
Aloe Vera  Antiinflamatorio - Reduccién de la expresion de los genes de IL-6 e IL-1f3 en macrofagos (Kim &
RAW264.7 tratados con LPS Park, 2022)
- Promocioén de la migracion en queratinocitos y fibroblastos (Kim et al.,
Cicatrizante - Estimulacién de angiogénesis en células endoteliales de la vena umbilical =~ 2021; Kim &
humana Park, 2022)
- Maduracion de las células dendriticas mediante un aumento en la
expresion de CD80, CD86, MHC-1 y MHC-II, produccién de citocinas
polarizadoras Th1 (TNF-a e IL-12p70) y capacidad de presentacion de
. ., . (Han et al.,
Petasita Inmunomodulacién antigenos 2021)

Activacion y fosforilacion de las vias de sefializacion MAPK y NF-«kf3

Proliferacion y diferenciacion de células T naive hacia células T tipo Th1 y
células T citotoxicas CD8+ junto con una secrecion de IFN-y e IL-2
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Tabla 9. Continuacién.

Planta Efecto Mecanismo Referencia
o - Mejora de la proliferacion de las lineas celulares de la piel HaCaT, Huvec y BJ (Yang et al.
Cicatrizacion aumentando la secrecion de MMP-1, fibronectina-1, elastina-1 y COL1A1y a 2023) ’
través de la regulacion de las vias ERK y AKT/mTOR
- Reduccién de la expresion de NF-xf3 , COX-2 e iNOS en un modelo murino de .
herida cutanea (Kim,
. , - Disminucién significativa de IL-6 y TNF-q, y aumento de IL-10 en Zhang,
Antiinflamatorio RAW264.7 tratadas con LPS ;t al., 20?3;
- Inhibicién de TNF-q, IL-17A e IL-6, mientras que el ligando de muerte 2(3)1;5; etal,
. 3)
programada 1 (PD-L1) e IL-10 fueron regulados al alza en ratones con colitis
- Regularizacion de la sefializacién mediada por TLR-4 y MyD88, lo que
provoca la polarizacion de macrofagos M2 a M1, el aumento de macréfagos
M1 en el tejido tumoral y la produccion de ROS, incrementando la apoptosis (Caoet al.,
. de células de melanoma en ratones 2019; Yang
Ginseng - Inhibicion del crecimiento del glioma mediante la proliferacion de et al., 2022;
Anticancerigeno macroéfagos M1 in vivo e in vitro Kim et al.,
- Inhibicién del crecimiento, capacidades migratorias, de infiltracién y de 2023; Lv
formaci6n de clones de las células derivadas de cincer de pulmén A549 y etal.,
Hi299 2023;)
- Polarizacién de macrdfagos M2 a M1 con activacion de células T e inhibiciéon
del crecimiento del cancer colorrectal en ratones
Modulaci6n de la - Aumento de Lactobacillus y Alistipes y disminuciéon de Helicobactery (Kim, et al.,
microbiota Odoribacter en ratones con colitis 2023)
- Mejora de los fenotipos asociados con la pigmentacién de fibroblastos y
Anti Lo melanocitos humanos tratados con radiaciéon UB al regular a la baja (Choetal.,
ntienvejecimiento P K ) h .
moléculas asociadas a la senescencia y proteinas relacionadas con la 2021)

melanogénesis
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Tabla 9. Continuacién.

Planta Efecto Mecanismo Referencia
- Reduccidn significativa de los niveles de genes pro-inflamatorios (IL-6, IL- (Wu et al
Antiinflamatorio 1B, TNF-a, MCP-1y CD11c) y aumento de IL-10, YM1y CD206, lo que 2022) v
promovid la polarizacion de macrofagos M1 a M2
. . - Diferenciacion y mineralizaciéon de células madre mesenquimales dseas (Zhan et al.,
Kuzu Antiosteoporosis A o
humanas (hBMSCs) tanto in vitro como en ratas osteoporoticas 2023)
Modulacién de la - gugleRtO de cepasc E)enef(ljc‘losas corln.o Byciflobgcll‘erludmly gnenor abundancia (Zhan et al.,
microbiota e daninas como Clostridium en el intestino del moaelo de rata con 2023)

osteoporosis a través de la regulacion de trimetilamina-N-6xido (TMAO)
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1.5. Nanovesiculas (NVs) s en zumo de granada y en
subproductos

En el momento de comenzar a realizar esta tesis doctoral no se encontraron

trabajos sobre NVs aisladas de zumo de granada o de algarroba.

A raiz de la publicacion de los resultados de las investigaciones de nuestro
equipo (Sanchez-Lopez et al., 2022), se han publicado dos articulos de NVs en
granada, ambos en 2023. En el primero de ellos, el grupo de Sreekumar
(Sreekumar et al., 2023) consideraba que las NVs de zumo de granada son una
posible estrategia terapéutica novedosa, barata y escalable para tratar la
hiperplasia prostatica benigna. En el otro estudio (Lopez de las Hazas et al.,
2023) las valoraban como nanocarriers de miARN funcionales que podrian

utilizarse en terapias basadas en ARN.

Por otro lado, comienza a haber un interés en investigar el uso de desechos
agricolas, ya que subproductos, como cascaras, pulpas, semillas y residuos
derivados del procesado de alimentos, representan una fuente rica en
biomoléculas con potencial bioactivo. La obtencion de NVs a partir de estos
materiales no solo permite reducir el desperdicio y promover una economia

circular, sino que también abre nuevas oportunidades (Latella et al., 2024).

Ekanayake y colaboradores (Ekanayake et al., 2024) analizaron las VEs de piel
de patata, las cuales fueron aisladas del apoplasto, y las compararon con las
NVs del exudado de las raices, observando similaridades entre ellas. También,
se ha observado que el salvado de arroz, un subproducto de la molienda de
arroz, contiene NVs con una potencial actividad anticancerigena (Sasaki et al.,

2024).

También se han realizado estudios con subproductos de origen animal. En la

industria lactea, se emplearon los desechos generados por alimentos
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fermentados como fuente de NVs seguras ya que no mostraron citotoxicidad

cuando fueron administras a células intestinales (Lorca et al., 2022).

Por lo expuesto, esta tesis estudia el contenido de NVs en zumo de granada y
sus propiedades bioldgicas, asi como el efecto que puedan tener sobre las
nanoparticulas los tratamientos industriales empleados en la obtencion de los
zumos. Por otra parte, se investigara el contenido de NVs en los subproductos
generados de la extraccion de la goma garrofin, concretamente en las vainas
de las algarrobas, y sus posibles propiedades funcionales. Todo esto con el
valor afiadido de ser dos productos con interés industrial y econémico en la

Comunidad Valenciana.
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2. Objetivos

Esta tesis doctoral persigue tres objetivos principales con sus

correspondientes tareas y objetivos especificos.

I. Identificar y caracterizar nanovesiculas aisladas del apoplasto
de la vaina de algarroba y del zumo de granada (var. Mollar de
Elche).

a. Aislar, purificar e identificar nanovesiculas en diferentes variedades de
algarroba.

b. Aislar, purificar e identificar nanovesiculas en zumo de granada.

c. Caracterizar las nanovesiculas a través de técnicas de protedmica.

d. Identificar marcadores de nanovesiculas de plantas.

II. Estudiar las propiedades funcionales de las nanovesiculas del
apoplasto de la vaina de algarroba y del zumo de granada.
a. Evaluar la citotoxicidad de las nanovesiculas en diferentes lineas
celulares.
b. Evaluar el efecto inmunomodulador de las nanovesiculas en cultivos
celulares de monocitos/macrofagos.
c. Estudiar el efecto cicatrizante de nanovesiculas en cultivos celulares in

vitro.

III. Analizar el impacto de tratamientos industriales sobre las
nanovesiculas de zumo de granada.
a. Aislar y caracterizar nanovesiculas a partir de zumo pasteurizado o
liofilizado.
b. Estudiar los efectos de los diferentes tratamientos en las

nanovesiculas.
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c. Comparar los efectos en cultivos in vitro de las nanovesiculas aisladas

de zumos tratados o de zumo natural.
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3. Materiales y Metodologia

Los materiales vegetales empleados en esta tesis proceden de cultivos de la
Comunidad Valenciana. En el caso de la algarroba, la empresa Pedro Pérez
Martinez, S.L.U., ubicada en Bugarra (Valencia), suministr6 muestras de la
variedad SDC. Tras su recoleccién, los frutos fueron desecados antes de
extraer las semillas para su procesamiento. Una vez extraidas, las vainas
(pericarpio y mesocarpio) se trocearon en fragmentos de un tamafo medio de
8 mm. Estos fragmentos de la vaina desecada constituyen el material vegetal
de partida de nuestros experimentos.

Los frutos de granada empleados en esta tesis se compraron directamente a
un agricultor de Elche (Alicante) perteneciente a la DOP "Granada Mollar de
Elche".

Los experimentos, cuya metodologia se describe a continuacién, incluyen

tanto las NVs de algarrobo como de granada.

3.1. Preparacion de las muestras

3.1.1. Algarroba

Los fragmentos de la vaina de algarroba (100g) se embebieron durante 10 min
en un matraz Kitasato con 120 mL de solucién salina tamponada con fosfato
PBS 1x (137 mmol/L NaCl, 1,8 mmol/L KH,PO,, 10 mmol/L Na,HPO,, 2,7
mmol/L KCI; pH 8). Para favorecer la imbibicion de los tejidos, las muestras
se sometieron a vacio (3 periodos de 15s cada uno con intervalos de reposo de
30s entre ellos). La solucién salina se elimindé empleando un tamiz de acero
inoxidable (1 mm de malla) y los fragmentos de algarroba embebidos se

colocaron en el cuerpo de una jeringa de 10 ml. Para recoger el fluido
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apoplastico (FA), la jeringa se introdujo en un tubo cénico de 50 mL y a

continuacion, se sometio a centrifugacion a 2.000 x g durante 30 min a 4°C.

3.1.2. Granada

Las granadas se lavaron superficialmente con agua destilada (x 3) y el zumo
fue extraido de los arilos usando un exprimidor manual. Los residuos sélidos
fueron eliminados con un tamiz de acero inoxidable (1 mm de malla). Después
se anadieron inhibidores de proteasas (completeTM, sin EDTA. Roche) al
zumo de granada (ZG). Para determinar el efecto de tratamientos industriales,
el ZG se sometié a una pasteurizaciéon baja a 63°C durante 30 min, o a un
proceso de liofilizacion, la cual se realiz6 a -60 °C y a una presion de 30 Pa
utilizando un liofilizador (Scient-10N, GEDILAB. S.L). Las muestras secas se
molieron hasta obtener un polvo fino y se rehidrataron con agua destilada

para preparar zumo de granada reconstituido.

3.2. Aislamiento de las NVs

El FA de algarroba y el ZG se sometieron al mismo proceso para la extraccién
de NVs. Primero se realizaron tres centrifugaciones secuenciales (700 x g
durante 10 minutos, 3.000 x g durante 15 minutos, y finalmente a 20.000x g
durante 20 minutos), todas ellas a 4°C, para eliminar los posibles
contaminantes y las NVs mas grandes.

El sobrenadante final, se concentr6 mediante filtracion por flujo tangencial
utilizando un sistema manual (TFF-Easy de 20 nm de poros, HansaBioMed)
0 un sistema automatico compuesto por una membrana Vivaflow™ 50R
(Sartorius) y una bomba peristaltica Masterflex® L/S (Cole-Parmer).

Los extractos finales de este proceso, reducidos hasta un volumen final de 4-

5 mL, se denominan como extracto concentrado total, y se representan como
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AlgET, en el caso de FA de algarroba, y como GraET el procedente de zumo
de granada.

El aislamiento de las vesiculas se realizé mediante cromatografia de exclusion
por tamaio (SEC, por sus siglas en inglés). Para preparar la columna se
depositaron 10 mL de Sepharose-CL2B (Sigma-Aldrich) en una jeringa de 12
mL (Sigma-Aldrich), y se procedi6 a su lavado con PBS filtrado (0,22 um). Se
cargd 1 mL de muestra concentrada (ET) en la columna y, utilizando PBS
filtrado (0,22 um) como tampo6n de elucidn, se recogieron un total de 20
fracciones de 0,5 mL cada una. Las fracciones enriquecidas en NVs (fracciones
610) fueron agrupadas y concentradas ain mas utilizando un dispositivo de
filtracion centrifuga Amicon™ Ultra-4 centrifugando a 3.000 x g durante 15
min a 4 °C. El método descrito fue utilizado para el aislamientode las NVs de
algarroba (AIgNVs) y de zumo de granada natural sin tratamiento (Nat-
GraNVs), pasteurizado (Pas-GraNVs) y liofilizado (Lio-GraNVs).

3.3. Caracterizacion de las NVs

3.3.1. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realiz6 mediante el kit de ensayo de
proteinas Micro BCA (Thermo Fisher Scientific) tras el lisado de las NVs en
agua Milli-Q con 0,05% de Triton-X-100 y 0,01% de SDS. La absorbancia se
midi6 a 595 nm en un lector de absorbancia de microplacas iMarkTM (Bio-
Rad) y se estableci6é una curva lineal estdndar utilizando albimina sérica
bovina (BSA) (Thermo Fisher Scientific).

3.3.2. Analisis de Rastreo de Nanoparticulas (NTA)

La distribucién de tamafos y concentracién de las NVs fue valorada mediante

NTA utilizando el sistema NanoSight LM1o (Malvern Instrument Ltd,
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Malvern, Reino Unido) con laser de 405 nm y una camara cientifica de
semiconductor de 6xido metalico complementario (sCMOS). El analisis de los
datos se realiz6 con el software NTA version 3.3 (Dev Build 3.3.104) con los
siguientes parametros: nivel de camara de 15, un umbral de deteccién de 5y
tres lecturas de 30 s. Las imagenes se capturaron con un control manual de la
temperatura. Las muestras se diluyeron en PBS filtrado (0,22 um) para
alcanzar la concentracién recomendada por el fabricante (20 — 120 particulas
por fotograma) y se inyectaron en la camara de muestras utilizando una

jeringa estéril de 1 mL.

3.3.3. Microscopia electronica de transmision (MET)

La morfologia de las NVs se determind utilizando un microscopio electrénico
de transmision HITACHI HT7800 (Servicio Central de Investigacién
Experimental (SCSIE) de la Universitat de Valéncia) operando a 100 kV. Las
muestras se prepararon de la siguiente manera: 6 uL de NVs fueron fijadas 1:1
con paraformaldehido al 2% (PFA) durante 30 min; las muestras fijadas se
cargaron en rejillas EM recubiertas de Formvar-carbono durante 15 min. A
continuacion, las muestras se sometieron a un enjuague con PBS seguido de
una post-fijacion de 5 min en glutaraldehido al 1%. Por tltimo, se lavaron con
agua destilada y se sometieron a una tinciéon de contraste con una mezcla de
acetato de uranilo (1%) y metilcelulosa (0,5%).

Las imagenes fueron registradas con una cdmara digital CMOS EMSIS
XAROSA. El tamano de las NVs fue determinado utilizando el software de

analisis de imagenes de Olympus.

3-3.4. Analisis proteémico

Para profundizar en el analisis de las NVs, se llevd a cabo un anélisis del

proteoma de todas ellas, para ello se utiliz6 una linea automatizada de
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protedmica de bajo coste, basada en el método de preparacion de muestras en
fase solida (SP3, por sus siglas en inglés). Antes del procesamiento de la
muestra y para eliminar los contaminantes, se lavd con una combinacion 1:1
de dos tipos diferentes de particulas magnéticas modificadas con carboxilato
(Thermo Scientific Sera-Mag SpeedBeads™”). Las muestras se secaron y se
disolvieron en 30 pL de bicarbonato de amonio (ABC) a 50 mM, mezclandose
luego con 4 pL de particulas por muestra. A continuacién, se anadi6
acetonitrilo (ACN) para alcanzar una concentracion final del 70%, y la mezcla
se agitd brevemente en vortex, se incub6é durante 20 min a temperatura

ambiente y se coloco en una gradilla magnética, desechando el sobrenadante.

Posteriormente, las particulas se lavaron dos veces con 200 uL de etanol
(70%) y una vez con 180 uL de ACN, y dejandose secar para asegurar la
eliminaciéon completa del ACN. Para la elucion, las particulas se
resuspendieron en 45 pL de tampdén ABC (50 mM) y se digirieron con 500 ng
de tripsina (Promega) a 37 °Cdurante toda la noche . La digestion se detuvo
con 60 pL de 4cido trifluoroacético (TFA) al 10%. Los sobrenadantes que
contenian los péptidos, se recogieron y concentraron a 10 uL utilizando un

concentrador de vacio rapido.

Las mezclas de péptidos se analizaron mediante cromatografia liquida con
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). Para cada muestra
ensayada, se suministraron 5 pL a una columna trap desalted y, a
continuacion, se cargaron en una columna analitica, cuya elucién se realizo
utilizando un gradiente lineal de 15 a 40% de ACN durante 60 minutos. Los
péptidos se analizaron en un espectroémetro de masas nanoESI qQTOF
(6600plus TripleTOF, ABSCIEX) mediante adquisicion dependiente de datos,
con barridos MS1 de 350-1400 m/z durante 250 ms y experimentos MS2 de

100-1500 m/z durante 25 ms en modo de alta sensibilidad.
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La identificacion de proteinas se llevé a cabo utilizando el motor de biusqueda
ProteinPilotvs.0 y el algoritmo Paragon para buscar en la base de datos
Uniprot_Punica granatum, Uniprot_Fabaceae y NCBI_CeratoniaSiliquea.
Para la prote6mica cuantitativa sin marcadores (label-free), los datos de los
péptidos fueron procesados en Marker View 1.3 (Sciex). Inicialmente, las
areas fueron normalizadas mediante la suma total de areas, y posteriormente
se realizaron andlisis de componentes principales (PCA), anélisis
discriminante (DA) y pruebas t de Student. Las identificaciones que
permanecieron sin caracterizar se buscaron adicionalmente en las bases de

datos de NCBI (htips://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando la herramienta

de alineacion basica local (BlastP). Se construyeron redes de interacciéon
proteina-proteina para las proteinas identificadas utilizando la base de datos
STRING, con parametros predeterminados y empleando un nivel de confianza
"alto" (0.150) (Szklarczyk et al., 2023). El analisis de Gene Ontology (GO) se
realiz6 utilizando el sistema Panther-GO (versibn en linea 19.0,

http://www.pantherdb.org/).

El anélisis de proteinasse realiz6 en las instalaciones de proteémica de SCSIE-

Universitat de Valéncia.

3.4. Identificacion de marcadores de VEs de plantas

3.4.1. Inmunomarcaje con oro

El inmunomarcaje con oro permite la identificacion de marcadores de
vesiculas mediante MET, donde son visualizadas las particulasde oro
conjugadas a anticuerpo.

Las muestras que contenian NVs se fijaron en paraformaldehido (2%) en PBS

durante 30 min, y se utilizaron rejillas de niquel recubiertas de carbono. Las
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rejillas con las NVs se lavaron en PBS y se bloquearon con una soluciéon de
PBS/0.1M glicina/0.3% BSA durante 10 min. Luego, las rejillas se incubaron
durante 1 h con anticuerpos anti-Arabidopsis thaliana TET8 (PhytoAB,
PHY1490A) (dilucion 1:50). Después de realizar un lavado de 20 min con
solucion de bloqueo, las rejillas se expusieron a anticuerpos secundarios de
cabra anti-conejo (Abcam) conjugados con particulas de oro de 12 nm
(dilucién 1:20) durante 1th. Como control se utilizaron muestras incubadas
unicamente con los anticuerpos secundarios. Las rejillas se lavaron en una
solucion de PBS/0,1M glicina, se tifieron negativamente y se observaron
utilizando el microscopio electréonico de transmision Hitachi HT780o0, tal

como se especifica en la seccion 3.3.3.

El proceso de inmunomarcaje de las NVs se realizo en el Centro de

Investigacion Principe Felipe de Valencia.

3.4.2. Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

El ensayo ELISA se ha empezado a utilizar en el campo de las VEs con el
objetivo de detectarlas a través de marcadores especificos.

En el presente trabajo se utilizaron placas de 96 pocillos especificos para
inmunoensayos (Microtiter™; Thermo Fisher Scientific), las cuales fueron
tapizadas, durante toda la noche a 4°C con 5 ug de muestra de NVs en tampon
de carbonato 50 mM (pH 9,6). Las placas recubiertas se lavaron tres veces con
PBS que contenia 0,05% de Tween20 (PBS-T,BioRad) y los sitios no
recubiertos se bloquearon con 5% BSA en PBST durante 1 h a 37 °C. Las
muestras se incubaron durante 90 min a 37 °C con anticuerpos anti-
Arabidopsis thaliana TET8 (PhytoAB, PHY1490A) (dilucién 1:50). Las placas
se lavaron tres veces con PBS-T y se incubaron con 100 pL de conjugado de

peroxidasa de rabano anti-conejo de cabra. Las segundas incubaciones se
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realizaron durante 1 h a 37 °C, seguidas de tres lavados con PBS-T.
Posteriormente, las placas se incubaron en oscuridad durante 15 min a
temperatura ambiente, con 50 uL de solucion de sustrato (0,012% peroxido
de hidrogeno, 0,4 mg/ml orto-fenilendiamina) (Sigma) en un buffer fosfato-
citrato 0,05 M, pH 5. La reaccion se detuvo afiadiendo 50 uL de HCI (3M). La
absorbancia se midi6 a 490 nm utilizando el lector de absorbancia de

microplacas iMark™ (Bio-Rad).

3.5. Cultivos celulares

3.5.1. Condiciones de las diferentes lineas celulares

La linea celular humana THP-1-XBlue™-CD14 (InvivoGen) se cultivé en
medio RPMI 1640 con L-glutamina (Gibco). Las lineas celulares de
queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT), hepatoma humano
(HepG2) y de epitelio de colon humano (Caco-2) se cultivaron en medio
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) con alto contenido en glucosa
y L-glutamina (Gibco). El medio de cultivo se suplement6 con estreptomicina
(100 pg/mL), penicilina (100 U/mL) (ambos de Sigma-Aldrich) y suero fetal
bovino al 10% (SFB) (Gibco). Las células se mantuvieron en frascos de 75 cm?
en una atmosfera con un 5% CO. y un 100% humedad a 37 °C.

Las células THP-1-XBlue™-CD14 fueron diferenciadas a macrofagos por
estimulacion durante 72 h con 100 ng/mL de PMA (por sus siglas en inglés
phorbol 12-myristate 13-acetate; Sigma-Aldrich) . Tras la diferenciacion, el
medio de cultivo se reemplazé con medio fresco y las células fueron incubadas

otras 72 h antes de la aplicacion del tratamiento.
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3.5.2. Estudios in vitro sobre la actividad de las NVs

Ensayo MTT o viabilidad celular.

El ensayo colorimétrico de bromuro de 3(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) se utiliza como herramienta para medir la viabilidad
celular y/o la citotoxicidad de un tratamiento. En esta tesis se empled para
evaluar la citotoxicidad de NVs de algarroba yde zumo de granada en
diferentes lineas celulares.

Para ello, las células Caco-2, HepG2, HaCaT y THP-1-XBlue™- CD14 se
sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 3 x10° células por mL,
y se incubaron a 37 °C. Las células se expusieron durante 24h y 48h a una
dosis creciente (5, 10 y 20 pg/mL; calculado mediante el el kit de ensayo de
proteinas Micro BCA) de: a) NVs, b) la fraccion proteica (F20) derivada de la
SEC, o c) extracto total (ET). Como controles se utilizaron 20oul de PBS
(positivo) o de DMSO (20%, dimetilsulfoxido) como control negativo.

Tras la primera incubacidn, las células se refrescaron en un medio sin SFB, se
les afiadieron 10 uL. MTT y se mantuvieron en una nueva incubacién durante
4 h. A continuacion se anadieron 180 u. DMSO antes de proceder a las
mediciones espectrofotométricas a 570 nm (sefial) y 695 nm (fondo), en un
lector de absorbancia de microplacas iMark™ (Bio-Rad). Los valores finales
se obtuvieron restando a los valores de absorbancia de la senal la absorbancia
de fondo.

Los resultados se muestran como porcentaje de AA en relacion con las células

control no tratadas (100% de MTT transformado o viabilidad).
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Ensayo QUANTI-Blue™.

La linea celular THP-1-XBlue™-CD14 se obtuvo a partir de la linea monocitica
THP-1 mediante la transfeccidon de un constructo genético que codifica el gen
de la fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP). Este gen esta
controlado por un promotor que se activa por los factores de transcripcion NF-
kB y AP1. Para medir la expresion de NF-xB, se utilizo el reactivo colorimétrico
Quanti-blue™ (InvivoGen), el cual permite monitorear la producciéon de SEAP
segtn las indicaciones del fabricante.

Los monocitos THP-1-XBlue™-CD14 fueron diferenciados a macrofagos
usando PMA como se describe en la seccion 3.5.1. Los macrofagos fueron
tratados con PBS, AIgNVs o GraNVs (a concentraciones de 2.5, 5, 10 y 20
ug/mL) o con 300 ng/mL de lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli K12
(InvivoGen) como control positivo proinflamatorio. De manera paralela, para
valorar los efectos potencialmente antiinflamatorios de estos tratamientos, los
macrofagos fueron preestimulados con 300 ng/mL de LPS 1h antes de aplicar
el tratamiento, en un medio de cultivo sin SFB. Tras 24 h de incubacién a 37°C,
5% CO2y 100% humedad, se recogieron 20 pL del sobrenadante del cultivo
celular y se mezclo6 con 180 uL del reactivo Quanti-blue™ durante 5 h a 37 °C.
La densidad oOptica a 655 nm se midi6 con un lector de absorbancia de
microplacas iMark™ (Bio-Rad).

En el tratamiento con Nat-GraNVs se determiné la produccion de TNF-a
utilizando 80 pL de sobrenadante de cultivo, mediante el kit ELISA humano
de TNF-a (Thermo Fisher Scientific). La absorbancia desarrollada en la placa
se midi6 a 450 nm en un lector de absorbancia de microplacas iMark™ (Bio-
Rad).
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Ensayo de cicatrizacion.

La cicatrizacién es un proceso crucial que, de manera positiva, permite la
reparacion de tejidos tras una herida o cirugia, pero, de manera negativa,
puede llevar a infecciones persistentes, aumentando el riesgo de
complicaciones graves. Por ello se quiso valorar el poder de cicatrizaciéon de
las AlgNVs y GraNVs en queratinocitos (HaCaT) y células intestinales (Caco-
2) respectivamente.
Las células se sembraron en una placa de 24 pocillos a una densidad de 3 x105
células/mL bajo las condiciones descritas en la seccién 3.5.1. Las células
confluentes se rascaron con una punta de pipeta de 500 uL, tras haber retirado
el medio, para estimular la herida. A continuacién, se lavaron con PBS y se
incubaron con medio fresco suplementado con 10% SFB.
Las células fueron tratadas con PBS, 5 ug/mL Nat-GraNVs, Lio-GraNVs o Pas-
GralNVs, 20 ug/mL de AlgNVs, 10 uM dexametasona (Sigma-Aldrich) como
control negativo de cierre de la herida o 10 uM de oleuropeina como control
de cierre de la herida. Ademas, para comparar con el potencial efecto de las
NVs, las células Caco-2 se trataron con 5 pg/mL de GraET o 5 pg/mL de la
fraccion proteica F20 de la SEC de granada, y las células HaCaT con 32 uM D-
pinitol.
El cierre de la herida (confluencia) se fotografi6 a 40 aumentos con un
microscopio invertido Eclipse TE2000-S (Nikon) acoplado a una camara
Nikon F-601. Los resultados se evaluaron entre o y 12 dias. Utilizando el
software ImageJ, se calcul6 el area de tasa de migracion con la siguiente
férmula:

Area de migracién % = (Ao - At)/Ao x 100%.

Ao representa el area inicial de la herida en el dia 0, At es el area restante de

la herida al dia siguiente.
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Actividad antioxidante.

Para evaluar la actividad oxidante las células THP-1-XBlue™-CD14, Caco-2 y
HepG2 se sembraron en placas de 96 a una densidad de 3 x105 células por
pocillo para evaluar el efecto protector de las GraNVs contra el estrés
oxidativo. Las células fueron pretratadas con GraNVs (5 y 10 ug/mL) o PBS,
y, después de 24 h, se indujo el estrés oxidativo mediante la adicion de
peroxido de hidrégeno (H.O.; de 25 a 1000 uM, diluido con PBS filtrado). A
continuacion, las células se incubaron durante 24 h a 37 °C, 5% CO.y 100%
humedad. Finalmente, las células se lavaron con medio fresco y, para
determinar la viabilidad, se realiz6 el ensayo MTT. Se utilizaron células no
tratadas como control negativo, y las células expuestas solo al H.O. se
utilizaron como control positivo. La viabilidad celular se expres6 como un

porcentaje relativo a las células no tratadas.

3.5.3- Marcaje de GraNVsy tratamiento con proteinasa K

La eficiencia y tasa de internalizacion de las NVs de los diferentes zumos de
granada fueron evaluadas por microscopia confocal y citometria de flujo,
siguiendo protocolos ya establecidos por nuestro grupo (Sanchez-Lopez et al.,
2024).

Como control interno de etiquetado y captacion se utilizaron liposomas
sintéticos, que fueron proporcionados por el Dr. Antonio José Guillot y la Dra.
Ana Melero de la Universitat de Valéncia (Guillot et al., 2021). Antes del
marcaje, y con el fin de eliminar otros contaminantes, los liposomas se
pasaron por SEC. Se emple6 el NTA para determinar la concentracion de
particulas de las muestras de GraNVs y lipososmas. Se cuantificaron 3 x 10"
particulas/mL, y se incubaron con el colorante FM4-64 (Thermo Fisher

Scientific) a una concentracion final de 2,5 uM durante 45 min a 37 °C. Para
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eliminar el exceso de FM4-64, las GraNVs y liposomas se volvieron a aislar
mediante SEC utilizando columnas de 1 mL de sefarosa CL-2B (Sigma-
Aldrich) apilada. Las fracciones enriquecidas en NVs se agruparon y
concentraron usando un Amicon® Ultra-4 (10000 MW) centrifugando a

3.200 x g, 15 min a 4 °C para eliminar cualquier resto de colorante.

Por otro lado, varias preparaciones de GraNVs fueron tratadas con Proteinasa
K (PK) (Invitrogen) antes de la marcacion con FM4-64. Para ello, las GraNVs
se diluyeron a una concentraciéon de 6 x 1011 particulas en PBS filtrado y se
incubaron con 10 pg/mL de PK durante 1 hora a 37 °C con agitacién suave.
Después del tratamiento, la PK se eliminé mediante SEC utilizando una
columna de 1 mL. Posteriormente, se realizé un NTA tras el re-aislamiento por
SEC para cuantificar la concentraciéon de particulas antes del marcaje con

FM4-64, asegurando la coherencia con las condiciones de marcacion previas.

3.5.4. Evaluacion de la internalizacion de GralNVs por

macrofagos humanos

Las células THP-1 fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una densidad
de 1x 105 células/pocillo y diferenciadas a macrofagos como se ha mencionado
en la seccion 3.5.1. Las células, en un medio libre de SFB, fueron incubadas
con PBS, liposomas marcados con FM4-64 oGraNVs marcadas, también, con
FM4-64, a una concentracion de 5.000 particulas por célula. La incubacion se
llev6 a cabo durante 1, 2, 0 4 horas a 4°C o 37°C. Una vez finalizada la
incubacion, las células se lavaron dos veces con PBS para eliminar alguna
particula lipidica que no hubiera sido internalizada. La fluorescencia
correspondiente a FM4-64 se midi6 utilizando un citémetro de flujo BD LSR-

Fortessa™ (BD Biosciences). Las células se clasificaron en funcién de la
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dispersion lateral (SSC-A) frente al area de dispersion frontal (FSC-A), y las
células agrupadas y los residuos se excluyeron mediante la altura de
dispersion frontal (FSC-H) frente a FSC-A. Las células positivas para la
captacion de GraNVs se clasificaron en funcion de sus niveles de intensidad
media de fluorescencia (MFI, por sus siglas en inglés) en relacion con los
controles no tratados. Los datos de citometria de flujo se analizaron con el
software FlowJo™ (version vi0, BD Biosciences).

Para la microscopia confocal laser, las células se tifieron con el colorante
CellTracker™ Violet BMCQ (Thermo Fisher Scientific) a una concentraciéon
final de 1 UM y se incubaron durante 30 min a 37°C. La visualizacion de las
células se hizo con el microscopio confocal Olympus FV1000 y las imagenes
se analizaron con el programa Olympus FV10-ASW 4.2 (Olympus
Corporation). La excitacion optica se realizo con rayos laser de argon de 405,
488 y 559 nm para los canales 1, 2 y 3, respectivamente. Las células, GraNVs
y liposomas sin marcar, sirvieron como controles internos. Las muestras de
controles sin marcar fueron incluidas en ambos experimentos, de

fluorescencia y microscopia confocal, para confirmar especificidad.

3.5.5. Analisis estadistico de los datos

Los datos son presentados como media + desviacion estandar (SD, por sus
siglas en inglés) o, en algunos casos, media + error estandar de la media (SEM,
por sus siglas en inglés). La significancia estadistica se evalu6 utilizando un
ANOVA de una via. Para los pardmetros que no seguian una distribucion
normal, se aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Se
consideraron estadisticamente significativos los valores de p < 0,05. Todos los
anélisis y las representaciones graficas fueron generadas usando GraphPad
Prism 8 (San Diego, CA, USA).
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4. Resultados y discusion

4.1. Caracterizacion y bioactividad de NVs aisladas de zumo
de granada

Estos resultados fueron publicados en la revista Food and Fuction en octubre

de 2022 (Ver Anexo 1).

4.1.1. El zumo de granada contiene NVs con caracteristicas y
proteémica tipicas de VEs

El aislamiento de las Nat-GraNVs se realiz6 mediante filtracion tangencial
(TFF) y cromatografia por exclusion de tamafio (SEC). Previamente al
aislamiento fueron eliminados fibras y otros posibles contaminantes de gran

peso molecular mediante centrifugaciones.

El anélisis por rastreo de nanoparticulas (NTA) determiné el tamafio y
distribucion de las Nat-GraNVs, mientras que la visualizacién al microscopio
electronico de transmision (MET) confirmé la presencia de estas y sus
caracteristicas morfologicas (Figura 14). En el grafico del NTA se observan
varios picos indicando grupos de particulas que compartian tamafios similares
con una moda de 148,7 + 9,2 nm, y una concentracion de 7,2 + 0,3 x 10
particulas/mL de zumo. La relaciéon del namero de particulas por pg de
proteina se determin6 como cuantificacion de la pureza de las preparaciones
de Nat-GraNVs (Figura 14A). La media de 5 extracciones medidas fue de 4,72
+ 0,71 x 109 particulas/ ug de proteina siendo superior a los criterios expuestos
por Webber y Clayton (2013) (2 x 109 particulas/ ug de proteina) e indicando,

por lo tanto, unas muestras de NVs puras.

98



La concentracion de particulas es variable dependiendo del método de
aislamiento y purificacién. En el reciente trabajo de Lopez de las Hazas et al.
(2023), se aislaron NVs de granada por UC y UC+SEC obteniendo en ambos
casos unas concentraciones (8,9 x 10 + 4,56x 10 y 1,25 x 10 + 4,28% 10%°
particulas/mL, respectivamente) superiores a las que nosotros obtuvimos en
nuestra investigacion con este fruto. Sin embargo, en el estudio de Sreekumar
et al. (2023), la concentracién de NVs aisladas a partir de granadas por UC

combinada con ultrafiltracion, fue bastante menor (1,6 x 109 particulas/mL).

Es importante destacar que la densidad de NVs aisladas también depende, en
gran medida, del material vegetal estudiado. Por ejemplo, Yang y
colaboradores (Yang et al., 2020) mostraron una concentracion de 1,2 x 108
particulas/mL aisladas de zumo de limén utilizando una técnica de
electroforesis combinada con didlisis. Sin embargo, con técnicas de UCy dUC
se han logrado elevadas concentraciones tanto en zumo de manzana (1 x 102
particulas por mL) (Fujita et al., 2018) como en pomelo (5,7 x 103 particulas

por mL) (Garaeva et al., 2021).

El analisis por MET de las fracciones 6-10 obtenidas por SEC, permitié
corroborar que dichas fracciones estaban enriquecidas en NVs de formas
esféricas. Sus medidas con ImageJ establecieron un rango de tamafio de 20 —

400 nm (media de 122,6 nm) (Figura 14B).

Estos resultados concuerdan con estudios previos y confirman que los zumos
de frutas son una buen material de partida para aislar NVs (Mu et al., 2014;

Pérez-Bermudez et al., 2017).
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Una vez optimizado el proceso de aislamiento de las Nat-GraNVs, se
estudiaron las proteinas mediante la técnica de cromatografia liquida con
espectometria de masas en tandem (LC-MS/MS). El analisis se llevd a cabo
mediante el mapeo de los datos de Punica granatum desde la base de datos
UniProt/SwissProt, que es la base de datos de secuencias proteicas mas
ampliamente utilizada. De esta manera, se obtuvo una lista de 628 proteinas
con la mayoria de ellas exhibiendo un conteo de péptidos tinico inferior a 7.
La lista de proteinas se redujo a 145 ya que solo se consideraron aquellas cuyos
valores tenian una probabilidad mayor al 95,0% y contenian al menos 2
péptidos. Las que permanecieron como “proteinas no caracterizadas” fueron
sometidas a una bisqueda en la herramienta NCBI BlastP. La lista final consta

de 131 proteinas, recogidas en la tabla suplementaria S1 (ver Anexo 2).

Las veinte proteinas con al menos 7 péptidos identificados, parecen tener
funciones miiltiples, tales como su participaciéon en el metabolismo celular o,
su capacidad de defensa contra diversos tipos de estrés entre otras actividades.
Ademas, se identificaron proteinas cominmente relacionadas con VEs, entre
ellas Sintaxinas, proteinas Heat Shock, Rab y Vsp, algunas proteinas
propuestas como posibles marcadores de VEs vegetales (Patelinas,
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y Tetraspanina 8 (TETS),
asi como otras directamente involucradas en la biogénesis y transporte de

vesiculas (Tabla 10).

El zumo de granada ha sido ampliamente estudiado por sus propiedades
antioxidantes y su actividad biologica (Capriotti et al., 2013; Fahmy et al.,
2020) y pudimos comprobar que las Nat-GraNVs contienen proteinas
relacionadas con dichos efectos, ya que los datos GO (Gene Ontology)
mostraron enzimas clave en procesos antioxidantes (superoxido dismutasa
(SOD), peroxidasa L-ascorbato, glutation peroxidasa (GPX) y glutation S-

transferasa DHAR2 (GST)), junto a proteinas involucradas en procesos de
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sefializaciobn y con potenciales propiedades funcionales, tales como

Calmodulina, Tiorredoxina y Fosfolipasa D.

Para obtener una vision global del contenido proteico de las Nat-GraNVs se
clasificaron en dos categorias utilizando el sistema PANTHER-GO: la funcién
molecular y el proceso biologico (Figura 15). Entre los términos méas
abundantes dentro de la funcién molecular se encontraron: “binding”,
seguido de “hydrolase activity”, “transferase activity”, “oxidoreductase
activity”, “other catalytic activity”, “transmembrane transporter activity”,
“antioxidant activity”, “enzyme regulator activity” y “transcription
elongation activity”. Para el proceso biologico los términos mas abundantes
fueron: “metabolic process”, “localization”, “response to stress”, “vesicle-
mediated transport”, “regulation of the biological process”, “transmembrane
transport”, “signal transduction”, “vacuolar transport”, “protein folding”,
“response to other organisms” e “interspecies interaction between

organisms”.
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Tabla 10. Lista de proteinas involucradas en la biogénesis y el trafico de VEs identificadas en Nat-GraNVs.

RABB1b isoform X1

103

Accession Pép ttdos Nombre NCBI BlastP Proceso biologico Funcioén molecular
number (95%)
: Binding
A0A2I0JPV2 8 Uncharacterized protein Patellin-1 R.egul‘fltlon of the
biological process
Ao0A2I0L9U8 Syntaxin-52-like - Localization -
_— 6 T - T T

A0A2I0KLK6 BRO1 domam—.contalnlng Vacuolar-sorting protein B B

protein BRO1
A0A2I0KRU1 Ras—related'protein - - GTPase activity; binding

Raby-like ’
5
Vesicle-associated Localization; vesicle-
AoA2[0IS52 membrane protein 714 ) mediated transport )
Guanosine nucleotide e Rab GDP-dissociation
AoA2IoL2Po diphosphate dissociation Loctahza’gon%mgnal
inhibitor ransduction inhibitor activity
-SNARE coiled-coil Localization; vesicle-

AoA2I0JD79 homology domain- Syntaxin-22-like . ’ -

g . mediated transport

4 containing protein
Tobamovirus

A0A218VVR2 multiplication protein - - -

2A-like
Ao0A2I0LEMg Uncharacterized protein Ras-related protein - GTPase activity; binding



Tabla 10. Continuacion.

Accession Peptlodos Nombre NCBI BlastP Ifro,c eso Funcién molecular
number (95%) biolégico

ADP-ribosylation . o
AoA2IoL7K4 4 factor (ARF) - - GTPase activity; binding

Uncharacterized Ras-related protein R,
AoA2IoL1Wg protein Rab-8A - GTPase activity; binding

Uncharacterized Ras-related protein o
A0A2I0KSK1 protein Rab-2A like - GTPase activity; binding

Vacuolar protein Vacuolar protein
AOA2I0KPLg sortlng_-assoqated sortlng_-assoqated Localization; )

protein 32-like protein 32-like vacuolar transport
protein 2 protein 2
AoA2I0K404 Patellin-3 Patellin-3 . Regglation of Binding
biological process
3
A0A2I0IF97 - - - GTPase activity; binding
AoA2I0HK32 Extensin Extensin - -
. . ADP-ribosylation
A0A2I0KS56 ADP-FIbOSYlatl.OIl factor-like protein Localization GTPase activity; binding
factor-like protein 8a 8a

A0A2I0K3T5 - - - GTPase activity; binding
A0A2I0I6Y3 - - - GTPase activity; binding

104



Tabla 10. Continuacion.

Accession Peptlodos Nombre NCBI BlastP l?I'Of:e.S ° Funcién molecular
number (95%) biolégico
s\;ﬁﬁiﬂiszzzii; Vacuolar protein-sorting-
AoA2I0JMZ1 §-as associated protein 37 Localization -
protein 37 homolog 1-like
homolog 1-like &
AOA2IOINRO Prloteln FREE1 Protein FREE1 isoform ) Binding
isoform X2 X2
e 2
AO0A2I0IECy - - - -
Localization;
vesicle- mediated
Ao0A2I0J081 - - transport; SNAP receptor activity
protein/ion
transport
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Figura 15. Caracterizacion proteémica de Nat-GraNVs. El contenido fue analizado mediante
LC-MS/MS. (A) Los graficos de Gene Ontology (GO) fueron clasificados segun la funcién
molecular o el proceso biolégico para las proteinas de Nat-GraNVs comparadas con la base
de datos Uniprot de Punica granatum. (B) Red de interaccion proteina-proteina generada por
la base de datos STRING y el software Cytoscape utilizando una “alta confianza” (0.700) como
puntuacién minima de interaccién requerida. Las proteinas fueron clasificadas segiin el
término GO “proceso biolégico”.
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4.1.2. Las Nat-GraNVs tienen propiedades biologicas in vitro

Las Nat-GraNVs no son citotéxicas

A la hora de determinar la seguridad alimentaria de un nuevo alimento es
necesario realizar ensayos de citotoxicidad. En este caso, se probaron las Nat-
GraNVs sobre dos lineas celulares: Caco-2 y THP-1. La linea celular Caco-2 es
comunmente utilizada en estudios de nutriciéon para evaluar la accién de
extractos de alimentos ya que reproducen las caracteristicas morfologicas y
funcionales de las células intestinales (Iftikhar et al., 2020). Respecto a las
THP-1, se trata de la linea celular empleada habitualmente como sistema
modelo in vitro para evaluar tanto la actividad antiinflamatoria como la

seguridad de componentes naturales (Zhao et al., 2019).

Se evalu6 la viabilidad celular exponiendo a las células a concentraciones
crecientes de Nat-GraNVs (2,5, 5, 10 y 20 ug/mL) durante 24h y 48h. Como
se muestra en la Figura 16, las NVs no mostraron citotoxicidad ni para THP1
(Figura 16A) ni para Caco-2 (Figura 16B). También se probo6 el ET de zumo de
granada y la fraccion proteica derivada de la SEC. Aunque no mostraron
toxicidad, en ningtin caso se vio una proliferacion celular tan elevada como en

los cultivos tratados con las Nat-GraNVs.

En estudios previos se ha confirmado la baja toxicidad de las NVs procedentes
de plantas dado que estan constituidos por componentes de origen natural
(You et al., 2021). Por ejemplo, se examiné la viabilidad celular de células
madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo después de su tratamiento
con NVs de fresas, a concentraciones crecientes (de 2 a 9 ug/mL), durante 48h
y 120h, confirmando que no ejercieron ningun efecto toxico significativo

(Perut et al., 2021). Tampoco se observaron efectos negativos en células
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humanas y de raton (HaCaT, HDF y RAW264.7) al ser tratadas con NVs de

repollo después de 72 h (You et al., 2021).

Por otro lado, las NVs aisladas de granada han mostrado disminuir la
viabilidad de células de cancer de préstata (BPH1) e inducir su apoptosis

(Sreekumar et al., 2023).
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Figura 16. Evaluacién de la citotoxicidad inducida por las Nat-GraNVs. La citotoxicidad de
las Nat-GraNVs fue determinada por el porcentaje de MTT transformado detectado en las
células THP-1 (A1, A2) y Caco-2 (B1, B2) expuestas a varias concentraciones de NVs durante
24 horas (A1, B1) o 48 horas (A2, B2). No se detecté citotoxicidad a ninguna de las
concentraciones probadas en comparacion con las células tratadas con PBS (vehiculo). Los
datos se expresan como media + SEM (n= 3).
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Las Nat-GraNVs muestran un efecto citoprotector frente al estrés
inducido por el peroxido de hidrogeno

Se evalud la actividad antioxidante de las Nat-GraNVs midiendo su efecto
citoprotector y regenerador celular contra el estrés oxidativo. Las condiciones
de oxidacion se indujeron con H,O. en enterocitos humanos Caco-2. Con el
fin de optimizar el ensayo, se evaluo6 el efecto del H.O. sobre la viabilidad
celular (mediante la prueba del MTT) en relacién con su concentracion y el
tiempo de estimulacion. Como se evidencia en la Figura 17, los tratamientos
con 100y 200 uM de H.O, durante 24 horas redujeron la viabilidad celular de
forma dependiente de la concentracion en un 16,3% y un 25,7%,
respectivamente. Estas concentraciones de H.O. fueron las empleadas para

inducir el estrés oxidativo.

Las células se pretrataron (24 h) con concentraciones de 5 ug/mLYy 10 ug/mL
de Nat-GraNVs y tras anadir el H.O., se observo que la supervivencia celular
mejoraba de manera significativa con 5 ug/mL, aunque el efecto de las NVs no

fue significativo a concentraciones de 10 ug/mL (Figura 17).

Nuestros resultados corroboran los de estudios anteriores. Por ejemplo, Kim
y Rhee (Kim & Rhee, 2021) examinaron los efectos antioxidantes y apoptoticos
de las VEs derivadas de zanahoria (Carex) en cardiomioblastos y células de
neuroblastoma tratadas con H,O,. Concluyeron que Carex podria suprimir la
generacion de ROS e inhibir la apoptosis inducida por estrés oxidativo.
Asimismo, se ha demostrado que las NVs derivadas de fresa y limon contienen
ARN, vitamina C y polifenoles, componentes que podrian prevenir el estrés
oxidativo inducido por la exposicion a H.O, en células humanas (Baldini

et al., 2018; Perut et al., 2021).
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Figura 17. Efecto citoprotector de las Nat-GraNVs sobre la viabilidad de las Caco-2 a las que
se les ha inducido estrés con H20-. Las células fueron pretratadas durante 24 h con las Nat-
GraNVs antes de afadir H20.. A dosis de 5 ig/mL se ve una mejora de la viabilidad celular.
Los datos estan expresados como media + SEM (n= 3-7 experimentos). Se realizé un One-way
ANOVA con Graph Pad Prismy, *p< 0.05.

Las Nat-GraNVs muestran actividad antiinflamatoria en

macrofagos humanos THP-1-XBlue™ CD14

La inflamacién puede ser la principal causa de multiples enfermedades como
las enfermedades inflamatorias intestinales (EII), obesidad, o desencadenar
ambientes favorables para el desarrollo de células cancerosas (Liu et al., 2017;
Sohrab et al., 2023). Es por ello que en la actualidad hay un creciente interés
en el desarrollo de nanoparticulas antiinflamtorias (Sohrab et al., 2023). En
este sentido, diferentes estudios han demostrado que las NVs vegetales

modulan las respuestas inflamatorias e inmunes (Di Gioia et al., 2020).

Para investigar el impacto de las Nat-GraNVs en la inflamacion, se evalu6 su
efecto sobre los macrofagos humanos THP-1, involucrados en las respuestas
de inmunidad innata (Chanput et al., 2014), y la expresion del factor de

transcripciéon NF-kB, responsable de la inducciéon de citoquinas
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proinflamatorias, quimiocinas y otros mediadores inflamatorios en diversas

células inmunitarias (Liu et al., 2017).

Primero se examiné la actividad pro-inflamatoria de las NVs sin la
estimulacion de lipopolisacarido (LPS), revelandose que no inducian la
expresion de NF-kB in vitro (Figura 18A). Posteriormente las células tratadas
con Nat-GraNVs a 5 pg/mlL, fueron activadas con LPS. Los resultados
obtenidos demostraron que las Nat-GraNVs provocaron una inhibicién
significativa (p<0.001) de la produccion de NF-kB dependiente de LPS
(Figura 18 B). También se comparo la capacidad antiinflamatoria del ET de
zumo verificando que las NVs ejercieron un efecto mayor a la misma

concentracion de proteina (Figura 18B).

A través de un ensayo ELISA se midieron los niveles de TNF-a, una citoquina
proinflamatoria producida por macroéfagos (Yu et al., 2020), para confirmar
el efecto antiinflamatorio. Se realizaron los ensayos tanto en presencia como
en ausencia de LPS. Las células fueron tratadas con PBS (control), F1 SEC
(fraccion 1 sin NVs) o Nat-GraNVs. Los resultados indicaron que la actividad
antiinflamatoria de las NVs no esti directamente relacionada con la

disminucion en la produccion de la citoquina TNF-a (Figura 18C).

Este resultado no es inesperado dado que en estudios in vivo realizados con
zumo de granada se ha visto que los niveles de TNF-a no se ven afectados. Por
ejemplo, Tapias et al. (2014) examinaron el papel del zumo de granada en el
proceso inflamatorio en un modelo de roedor con enfermedad de Parkinson y
concluyeron que el zumo no provoc6 una reduccion en la expresion de TNF-
a. En otro estudio clinico con zumo concentrado de granada, los pacientes con
diabetes mellitus 2 (DM2) a quienes se les habia suministrado el zumo de esta
fruta mostraron una reduccion de la IL-6 (otra citoquina pro-inflamatoria)
pero no de TNF-a (Shishehbor et al., 2016).
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Por lo tanto, estos hallazgos indican que las Nat-GraNVs podrian resultar
beneficiosas para disminuir la inflamacién causada por elementos que
dependen de este factor de transcripcion, especialmente cuando se emplean

como tratamiento en procesos en los que existe inflamacion previa.
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Figura 18. Las Nat-GraNVs muestran actividad antiinflamatoria en macréfagos humanos
THP-1-XBlue ™ CD14. Células tratadas con 5 ug/mkL de Nat-GraNVs, F17-20 SEC o GraET sin
estimular (A) o estimuladas con LPS durante 24 h (B). La expresion de NF-xf fue medida en
los sobrenadantes de las células usando el kit de QUANTI-Blue™. Los controles usados fueron
PBSylafraccién 1 (F1)dela columna de SEC. El PBS fue utilizado como control para el andlisis
estadistico. Los datos se presentan como media + SEM (n= 13). La concentraciéon de TNF-a
fue determinada utilizando 80 uL del sobrenadante de las células con el TNF alpha Human
ELISA Kit (C). Los datos se presentan como media + SEM (n= 8). Se llevé a cabo un One-way
ANOVA como andlisis estadistico con Graph Pad Prism7, *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001.
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Las Nat-GraNVs aceleran/facilitan la cicatrizacion de heridas in
vitro

Las EII, como colitis ulcerosa o Enfermedad de Crohn, se caracterizan por
desencadenar una respuesta inmunitaria anormal que desata una cascada de
citoquinas proinflamatorias. Esta respuesta conduce a la activaciéon de células
inmunitarias, que amplifican asi la inflamacién causando dafios en la
integridad de la membrana intestinal. Entre los principales objetivos del
tratamiento de las EII se encuentra la prevencion de nuevas inflamaciones y
la induccion de la cicatrizacion de las lesiones (Otte etal.,, 2023).
Curiosamente uno de los enfoques emergentes mas prometedores para la
cicatrizacion de heridas implica las NVs de plantas. Diferentes estudios sobre
las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de las NVs vegetales
sugieren que también deberian mejorar la cicatrizacion de heridas, pero pocos
han explorado especificamente el potencial cicatrizante de estas y mas

concretamente en células intestinales (Narauskaité et al., 2021).

En la presente tesis se estudio el efecto de la cicatrizacion de las Nat-GraNVs
en Caco-2. Se eligi6 esta linea celular por haber sido utilizada en maultiples
estudios in vitro para investigar como determinadas acciones o factores
mejoran la cicatrizacion de heridas intestinales (Boger et al., 2023). Tras 3, 6,
9 y 12 dias de tratamiento, se calcul6 el porcentaje de cierre de las heridas
(Figura 19). Los resultados demuestran que las Nat-GraNVs promovieron una
mejora significativa (p<0.01) en la cicatrizacion epitelial intestinal desde el
tercer dia (Figura 19A), mostrandose como una mejor alternativa que la
oleuropeina. Esta mejora se mantuvo durante todos los dias en los que se
realiz6 la prueba (Figura 19 A-D), con un promedio del 89,6% de la herida
cicatrizada en el dia 12 (Figura 19D), evidenciando una mejora significativa en

comparacion con los efectos de los otros tratamientos utilizados (oleuropeina
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64,5%, F1 SEC 37,3%, dexametasona 29,6%, F17-20 SEC 53,8% y GraET
58,5%). Notablemente el efecto cicatrizante de las Nat-GraNVs (89,6%) fue
superior al inducido por el uso del GraET (58,5%).

No se han encontrado investigaciones sobre el efecto de NVs de plantas
comestibles en la cicatrizaciéon de células intestinales, sin embargo, si se ha
visto en otras NVs derivadas de alimentos como la leche. Ahn et al. (2021)
investigaron el potencial terapéutico de NVs de leche de vaca pasteurizada en
la cicatrizacion de heridas, utilizando células intestinales IEC-18, observando
que las NVs de leche inhibieron la migracion celular y aumentaron la relaciéon
entre TGF-B3 y TGF-f1, lo que facilit6 el proceso de cicatrizacion con ausencia

de cicatrices.
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Figura 19. Las Nat-GraNVs aceleran la cicatrizacion en células Caco-2. Los efectos de la
cicatrizacién fueron analizados mediante el ensayo de raspado. Cada tres dias las células
fueron tratadas con dexametasona, oleuropeina, Nat-GraNVs, Fi17-20 de la SEC, extracto de
zumo o F1 de la SEC en un medio sin SFB. Las Nat-GraNVs mejoraron de manera significativa
la cicatrizaciéon del epitelio intestinal desde el dia 3 (A), manteniéndose en los dias
subsiguientes (B, C, D). Los datos se muestran como media + SEM (n= 11—33 experimentos).
Se realizé una One-way ANOVA con Graph Pad Prismy, *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001.
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4.2. Impacto de tratamientos industriales en NVs de
zumo de granada

El tratamiento térmico sigue siendo el método convencional para la
conservacion de zumos de frutas y estad ampliamente reconocido como una de
las técnicas mas rentables para garantizar la seguridad microbiana y
prolongar la vida util del producto (Agcam et al., 2018). Sin embargo, este
proceso puede afectar negativamente a las cualidades sensoriales y conducir a
la degradacion de nutrientes sensibles al calor, como las vitaminas y los
compuestos bioactivos, lo que impulsa el desarrollo de técnicas de
conservacion no térmicas, incluida la liofilizacion (Sarbatly et al., 2023).
Aunque estas técnicas alternativas ayudan a preservar los atributos
nutricionales y sensoriales, también pueden alterar la integridad de la
composicion y las propiedades fisicas del zumo y, por tanto, afectar la
estabilidad del producto e incluso a la aceptaciéon del consumidor (Martinez-

Navarrete et al., 2019; Silvan et al., 2020; Uscanga et al., 2021).

Con estas premisas, se quiso indagar el efecto que podrian tener los
tratamientos industriales ampliamente empleados, como son la
pasteurizacion y la liofilizacion, sobre el zumo de granada y las nanovesiculas

de él obtenidas.

Estos resultados han sido enviados para su posible publicacion en la revista

Food Chemistry (Ver en el Anexo 3).

4.2.1. La pasteurizacion y la liofilizacion reducen el

rendimiento y la pureza de las nanovesiculas

Tras demostrar la presencia de NVs en zumo de granada natural (Nat-

GraNVs), se analizo la morfologia y funcionalidad de NVs aisladas del ZG
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sometido a pasteurizacion (Pas-GraNVs) o liofilizacion (Lio-GraNVs). La
metodologia empleada para el aislamiento, una combinacion de TFF seguida
de SEC, fue similar a la descrita para obtener las Nat-GraNVs. No obstante,
en este experimento se sustituyo el sistema tangencial manual por un sistema
automatico (Vivaflow™ 50R membrane (Sartorius)) con el fin de aumentar el
rendimiento partiendo de un mayor volumen de zumo (Figura 20A). Los tres
tipos de GraNVs fueron caracterizadas en términos de tamano, morfologia y

concentracion utilizando el NTA y MET.

Las medidas obtenidas mediante NTA mostraron que no hubo cambios
significativos en el tamafio modal de las GraNVs tras los tratamientos, datos
que fueron confirmados por el MET (Figura 20B). Cabe destacar que,
mientras las Nat-GraNVs exhibieron un amplio rango de morfologias, Pas-
GraNVs y Lio-GraNVs fueron predominantemente de forma redondeada
(Figura 20B). Curiosamente, aunque no se encontraron diferencias
significativas en la concentracion proteica entre los tratamientos (Figura
20C), la concentracion media de particulas en las muestras de Nat-GraNVs
(4,26 + 1,44 x10" particulas/mL) fue cerca del doble de la concentracion
encontrada en Lio-GraNVs (2,46 + 1,33 x10" particulas/mL) y Pas-GraNVs
(2,89 + 1,14 x10" particulas/mL) (Figura 20D). Ademas, como medida de la
pureza de las GraNVs se analiz6 el ratio entre el nimero de particulas y la
concentracion proteica (Webber & Clayton, 2013). Todas las preparaciones
mostraron una elevada relacion particula/ug de proteina, pero las Nat-
GraNVs (4,6 + 5,39 x1010 particulas/ug de proteina) presentaron una
proporcion significativamente mayor que las Lio-GraNVs (0,7 + 0,87 x1010
particulas/ug de proteina) y las Pas-GraNVs (0,65 + 0.87 x1010 particulas/ug
de proteina) (Figura 20E).
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Figura 2o0. Caracterizacién de nanovesiculas aisladas de zumo de granada natural,
pasteurizado y liofilizado. (A) Representacién del procesamiento del ZG y aislamiento de NVs
por centrifugacién diferencial, filtracién tangencial (TFF) y cromatografia por exclusién de
tamano (SEC). (B) Imagenes obtenidas por microscopia electronica (MET) y andlisis de
rastreo por particulas (NTA) de Nat-GraNVs, Pas-GraNVs y Lio-GraNVs. Las GraNVs fueron
diluidas 1:200 en PBS filtrado. (C) Cuantificacion de proteinas medidas con el Micro BCA
Protein Assay Kit. (D) Estimacién de la concentracién de particulas/mL. (E) Relacién entre el
nimero total de particulas por ug de proteina.

119



Aunque ningin estudio ha examinado el impacto de los tratamientos
industriales de los zumos de frutas sobre las NVs, se han realizado varias
investigaciones sobre las VEs de la leche (Kleinjan et al., 2021; Turner et al.,
2023; Colella etal.,, 2023). Dichas investigaciones indican que los
tratamientos térmicos aplicados a la leche reducen significativamente las
concentraciones de VEs (Kleinjan et al., 2021; Colella et al., 2023), y la
exposicién a condiciones de alta temperatura (=135°C durante >1 s), puede
conducir a la pérdida completa de VEs detectables (Kleinjan et al., 2021). Por
otra parte, se demostro6 que la liofilizacion de la leche afecta a la concentracion
de VEs, reduciendo sus niveles en comparaciéon con las VEs de muestras de

leche fresca (Turner et al., 2023).

Leng y colaboradores (2023) observaron que los tratamientos térmicos LTLT
(Low-Temperature Long-Time) y HTST (High Temperature Short Time),
aplicados a muestras ailadas de NVs de arandano, alteraban su morfologia y
aumentaban su tamafio, siendo el HTST el que inducia cambios mas
pronunciados. Basidndonos en estos hallazgos, seleccionamos el proceso de
pasteurizacion LTLT para nuestros experimentos con ZG, ya que parecia
preservar mejor la integridad de las NVs. Es posible que al aplicar el
tratamiento térmico sobre el zumo, donde las NVs se encuentran dentro de su
matriz nativa, son menos susceptibles a la degradacién o agregacion debido a
los efectos protectores de las proteinas y lipidos circundantes (Gelibter et al.,

2022).

Como se ha descrito anteriormente, en nuestros experimentos, las NVs
aisladas de ZG sin tratar mostraron una amplia gama de morfologias,
mientras que las aisladas del ZG pasteurizado o liofilizado mostraron
principalmente formas concavas y redondas, aunque conservando un tamafio
similar al observado en Nat-GraNVs. Curiosamente, aunque tanto la

pasteurizacion como la liofilizacion redujeron la concentracién de NVs por mL
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de ZG, la cantidad de proteina aument6. Schulz et al. (2020) plantearon la
hipotesis de que el tratamiento térmico podria alterar las VEs, provocando
una reduccién de la concentracion de particulas y la liberacion de proteinas
encapsuladas, lo que a su vez podria aumentar la concentracion de proteinas
en la muestra. Sin embargo, en las VEs aisladas de leche pasteurizada, se
observé que el contenido proteico era en realidad inferior en comparacién con
la leche no tratada (Colella et al., 2023). El factor comun de estos autores fue
que utilizaron la ultracentrifugacién diferencial para aislar las VEs lacteas,
una técnica que podria co-aislar otras proteinas solubles presentes en las
muestras (Sidhom et al., 2020). Ademés, estas proteinas solubles externas
también podrian verse afectadas por los tratamientos, alterando
potencialmente los resultados. En cualquier caso, es importante resaltar que,
las NVs derivadas de plantas difieren de las VEs de mamiferos en su
composicion, lo cual repercute en su funcion, biodisponibilidad y estabilidad

(Wang et al., 2022; Alzahrani et al., 2023).
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4.2.2.El procesamiento del zumo de granada induce cambios
en el contenido proteémico de GraNVs afectando
principalmente a las proteinas relacionadas con la

membrana

Para investigar el impacto del procesamiento industrial sobre el contenido
proteico de las NVs, se comparo6 la carga proteica de las Nat-GraNVs con Pas-
GralNVs y Lio-GraNVs usando el método de cuantificacién “Label free”. Las
proteinas de interés fueron aquellas que alcanzaron un intervalo de confianza
del 95%, una tasa de descubrimiento falso (FDR, por sus siglas en inglés)
inferior al 1% y un umbral de significancia de p< 0,05 (Tabla 11 y Tabla
suplementaria S2, ver en Anexo 4). Al comparar las muestras de Nat-GraNVs
con Pas-GraNVs, se encontraron 14 proteinas en mayor abundancia y 2 en
menor abundancia. En cambio, la comparacion entre Nat-GraNVs y Lio-
GralNVs present6 5 proteinas en mayor cantidad y 11 en menor cantidad (Tabla

11).

Para obtener una vision mas detallada de la carga proteica con diferencias
significativas después de los tratamientos, estas proteinas fueron clasificadas
mediante GO (gene ontology) en tres categorias: proceso biologico, funcién
molecular y componente celular (Figura 21A y Tabla suplementaria S3, ver en
Anexo 5). El analisis del proceso biolégico de mostroé que los tratamientos
industriales afectaron principalmente a las proteinas involucradas en los
procesos metabolicos (A0A218X752, AoA2I0K2Z7, G1UH28, A0A6P8CI80,
A0A218VTX0) y en la respuesta a estimulos (A0A218X494, A0A218W5S4,
Ao0A2I0K2C8, A0A2I0JGV8, A0A218Wol5, A0A218XM98), aunque también
se observaron variaciones en las proteinas involucradas en los procesos de
transporte o senalizacion (Figura 21A). Dentro de la categoria de funcion

molecular, el término GO maés prevalente fue “binding” englobando mas del
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" "

45% de las proteinas, seguido de la "hydrolase activity", "other catalytic
activity" y "transmembrane transporter activity” (Figura 21A). Cabe
destacar que el analisis del componente celular de GO revel6 que el 34% de las
proteinas significativamente alteradas eran proteinas de membrana
(AoA2I0I5P8, A0A218X494, A0A218XAV9, A0A218VV18, Ao0A2I0IF97,
A0A218WXP3, A0A218WED1, A0A210JGV8, A0A218VZ43) (Figura 21A).

Los datos proteémicos también fueron analizados utilizando STRING para
evaluar posibles interacciones proteina-proteina entre proteinas con niveles
alterados (Szklarczyk et al., 2023) (Figura 21B). Aunque solo 14 de las 32
proteinas mostraron resultados en STRING, los analisis revelaron una red de
interacciones entre la mayoria de estas proteinas. Hay que destacar que el
unico enriquecimiento funcional detectado dentro de la categoria GO de
proceso biolégico fue “Response to temperature stimulus”, un proceso

correlacionado con los tratamientos térmicos aplicados al ZG.

Es interesante remarcar que, tanto TET8 como PATL3, identificados como
marcadores de VEs de plantas (Rutter & Innes, 2017; Ambrosone et al., 2023),
se encontraban entre las proteinas de membrana y/o asociadas a membranas
que mostraron diferencias significativas tras el procesamiento de ZG. Los
niveles de PATL3 fueron 6,5 veces mayores en Nat-GraNVs en comparacion
con Pas-GraNVsy 2,4 veces mayores que en Lio-GraNVs (Tabla 11). De forma
similar, los niveles de TET8 fueron 2,6 veces méas elevados en Nat-GraNVs
que en Pas-GraNVs y 3,3 veces mayores en Nat-GraNVs que en Lio-GraNVs
(Tabla 11).
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Tabla 11. Lista de proteinas significativamente diferentes en NVs aisladas de zumo natural de granada o de zumos sometidos a
tratamientos industriales.

Nombre Accession number p-valor Fold change Nat-
GraNVs/tratamiento
Nat-pas Patellin-3-like AO0A6P8CP12 0,01397 6,52191436
CASP-like protein AoA2I0I5P8 0,03279 5,497554148
Elongation factor 1-gamma-like A0A218X494 0,01659 3,459526596
ADP-ribosylation factor-like protein A0A6PSCMR2 0,03993 3,123123474
8a
Ubiquitin-NEDD8-like protein RUB2 A0A218X752 0,01803 2,064765248
Prosaposin AoA2Il0K2Z7 0,04931 2,012286873
H(+)-exporting diphosphatase (EC A0A218XAV9 0,00203 2,744113066
7.1.3.1)
Fasciclin-like arabinogalactan protein A0A218VV18 0,01863 2,612232569
9
Water stress and hypersensitive A0A218W5S4 0,00507 2,491300797
response domain-containing protein
Annexin A0A2I0K2C8 0,04085 2,364356916
ADP-ribosylation factor Ao0A2I0IF97 0,02403 2,221723632
Copper transport protein A0A218WXP3 0,01201 1,999553664
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Tabla 11. Continuacién.

Nombre Accession number p-valor Fold change Nat-
GraNVs/tratamiento
Nat- Monosaccharide-sensing protein 2-like A0A218WED1 0,0075 1,973636412
pas Phosphoprotein ECPP44 A0A2I0JGVS 0,03268 1,747704138
Acidic endochitinase Pun g 14, G1UH28 0,02611 0,267392835

amyloplastic (EC 3.2.1.14) (Chitinase

III) (Pomegranate seed chitinase)

(allergen Pun g 14)

chitinase (EC 3.2.1.14) A0A6P8CI80 0,02636 0,266636772
Nat- CASP-like protein A0A2I0I5P8 0,03601 3,827907311
Lio Tetraspanin-8-like A0A218VZ43 0,04113 3,290673859
Patellin-3-like AOA6P8CP12 0,02461 2,433009807
H(+)-exporting diphosphatase (EC A0A218XAV9 0,0005 2,172727091

7.1.3.1)
Fasciclin-like arabinogalactan protein 9 A0A218VV18 0,04897 1,880368668
Water stress and hypersensitive A0A218W5S4 0,04848 0,809201131

response domain-containing protein

Heat shock cognate protein 80 A0A218XMo8 0,01283 0,702295373
Actin-7 A0A218Y286 0,00335 0,641351982

125



Tabla 11. Continuacion.

Nombre Accession number p-valor Fold change Nat-
GraNVs/tratamiento
N.at- Annexin A0A218Wol5 0,02883 0,638129579
Lio glutathione transferase (EC 2.5.1.18) A0A218VTXo 0,00089 0,603369421
Endo-1,31,4-beta-D-glucanase-like AO0A6P8D4P9 0,04951 0,603281306
isoform X2
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A0A218XGR1 0,01997 0,573468743
(PPIase) (EC 5.2.1.8)
Glyceraldehyde-3-phosphate A0A218WUDoO 0,0072 0,508122253
dehydrogenase (EC 1.2.1.-)
Cinnamoyl-CoA reductase 1-like K4JZ73 0,00723 0,482098685
(Cinnamyl alcohol dehydrogenase)
Glyceraldehyde-3-phosphate A0A218WNT9 0,0468 0,441134564
dehydrogenase (EC 1.2.1.-)
Thioredoxin A0A218XV61 0,01714 0,106154585
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Para confirmar la presencia y localizar la proteina TET8 en las NVs, se llevo a
cabo un marcaje con inmunooro utilizando anticuerpos anti-TET8. Como se
muestra en la Figura 21 C, la TET8 se detecté en la superficie de todos las
GralNVs, aunque su presencia en Pas-GraNVs y Lio-GraNVs se redujo
notablemente. Esto se reflej6 en la proporcion de particulas de oro por
GralNVs, que diferia significativamente entre Nat-GraNVsy las GraNVs de los
zumos tratados. Para corroborar estos hallazgos, se realizaron ensayos ELISA,
cuyos resultados confirmaron que los niveles de TET8 son mas altos en Nat-

GraNVs y se reducen en las NVs de las muestras tratadas (Figura 21E).
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Figura 21. Las GraNVs presentan diferentes perfiles proteémicos en respuesta al tratamiento
industrial. La carga proteica de Nat-GraNVs, Pas-GraNVs y Lio-GraNVs fue analizada por
LC-MS/MS. (A) Clastficacién de gene ontology (GO) de las proteinas de GraNVs con niveles
significativamente alterados tras el procesado industrial, categorizadas por: proceso
biolégico, funcién molecular o componente celular. (B) Red de interaccion proteina-proteina
de las proteinas con expresién diferencial significativa, generada por la base de datos
STRING, utilizando la puntuaciéon minima requerida de interaccion (0.150). (C) Deteccion de
tetraspanina-8 (TET8) en la superficie de las GraNVs observada mediante MET y marcaje
inmunooro utilizando anticuerpos anti-TET8. Las flechas rojas indican las sefiales de TET8
en las NVs. (D) Cuantificaciéon de las particulas de oro detectadas por GraNVs, promediada
en imdagenes TEM obtenidas a 40.000 aumentos y procesada con el software ImagelJ. (E)
Concentraciéon de TET8 en las muestras de GraNVs determinada por ELISA usando
anticuerpo anti-TETS8. Los datos se presentan como media + SD (n = 10 para la cuantificacién
de particulas; n=4 para ELISA). El andlisis estadistico se realiz6 mediante One-way ANOVA
con Graph Pad Prism8, *p< 0,05, **p< 0.01, ***p< 0.001.
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La aplicacion de tratamientos industriales puede alterar la composicién de la
matriz soluble del ZG, afectando tanto a la estabilidad del producto final como
a la estructura de la membrana de las GraNVs. En particular, pueden dafiar
sus lipidos, azicares o proteinas de membrana. Estas alteraciones pueden
conducir a cambios en las interacciones de las GraNVs con otras moléculas
solubles en el ZG, afectando a su adsorcion a las GraNVs y modificando la

composicion de su corona (Galindo et al., 2007).

Hasta donde sabemos, la investigacion sobre la corona de las VEs es limitada.
Se ha demostrado que la corona, compuesta principalmente por proteinas,
tiene un gran impacto en la funcionalidad de las VEs, aunque todavia no se
han realizado estudios sobre la corona en NVs derivadas de plantas (Buzas,
2022; Wolf et al., 2022). La realizacion de una proteémica cuantitativa “free
label” en este estudio, revel6 que un porcentaje significativo de las proteinas
con niveles alterados en las GralNVs tras la pasteurizacion o liofilizacién eran
proteinas de membrana. Esto, junto con las visualizaciones extraidas del MET
que muestran una morfologia alterada en las GraNVs tras los tratamientos,

apoya esta hipotesis.

Curiosamente, los biomarcadores de NVs derivadas de plantas TET8 y PATL3
(Rutter & Innes, 2017; Ambrosone et al., 2023) se encontraban entre las
proteinas de membrana y asociadas a membrana que mostraron cambios
notables tras el procesamiento del zumo de granada. PATL3 es una proteina
de membrana plasmaética crucial para el trafico de vesiculas y el intercambio
de componentes de membrana ya que interactiia con moléculas hidrofébicas,
incluyendo fosfoinositidos, facilitando su transferencia a través de distintos
compartimentos celulares (Zhou et al., 2019). Respecto a su presencia en NVs
derivadas de zumos de frutas, se ha demostrado que PATL3 est4 altamente
expresada en NVs derivadas de zumos de citricos (Pocsfalvi et al., 2018). Por

otro lado, las Tetraspaninas son proteinas transmembrana que se asocian con
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una variedad de receptores y moléculas de sefalizacion en la membrana
celular (Andreu & Yanez-Mo6, 2014). Concretamente, la TET8 puede
desempenar un papel clave en los mecanismos de captacién de VEs en las
plantas. Los microdominios enriquecidos con tetraspaninas, en los que se
asocian a moléculas de adhesion y proteinas receptoras transmembrana
organizadas dentro de estructuras similares a balsas en la membrana
plasmaética, participan en varios procesos, incluida la fusi6on vesicular y
celular. Los estudios han demostrado que estos microdominios participan en

la union VE-célula (Andreu & Yanez-Mo, 2014; Mulcahy et al., 2014).

En consonancia con nuestros resultados, Santangelo et al. (2024)
demostraron que los niveles de TET8 en las NVs de almendras remojadas,
remojadas-tostadas, tostadas y escaldadas se redujeron en comparacion con
los de las almendras crudas. Aunque los estudios sobre el impacto de los
tratamientos industriales en los niveles de tetraspaninas en las VEs de
mamiferos son limitados, se ha demostrado que diferentes tratamientos
térmicos aplicados a la leche provocan una disminucién de los niveles de CDg

(Kleinjan et al., 2021).

4.2.3.La internalizacion de NVs de zumos procesados es

inferior a la de NVs de zumos sin tratar

Una prueba de la importancia de la TET8 en la comunicacion intercelular
proviene de estudios que muestran que los niveles de ARN pequefios del
huésped transferidos a las células fingicas se reducen en mutantes tet8teto,
lo que sugiere que TET8 y TET9 contribuyen a la inmunidad de las plantas
facilitando la transferencia de ARN pequenos a las células fangicas (Cai et al.,
2018). En mamiferos, las investigaciones han demostrado que las variaciones
en la expresion de tetraspaninas pueden regular como las VEs son dirigidas y

captadas por las células receptoras, influyendo en las respuestas celulares a
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través de interacciones especificas de adhesion y senalizacion. De hecho, CDo,
CD63 y CD81, considerados marcadores de VEs en mamiferos, facilitan vias
de captacion especificas y permiten la orientacién a células o tejidos

especificos (Jankovicova et al., 2020).

Partiendo de dicha premisa, y tras los resultados de la disminucién de TET8
en las GraNVs de zumos tratados, se considero realizar experimentos sobre la
internalizaciéon de NVs. Para ello se utilizaron las células inmunitarias THP-1,
las cuales fueron tratadas con PBS, liposomas (particulas lipidicas sintéticas

utilizadas como control interno), Nat-GraNVs, Lio-GraNVs o Pas-GraNVs.

Como marcador se empledé FM4-64 y se ensay6 una concentracion de 5000

particulas por célula con tiempos de incubacién de 30 min, 1th y 2h.

La internalizacion se midi6 por citometria de flujo y microscopia confocal
(Figura 22A, C) y se evalu6 mediante el “fold change” en la intensidad media
de fluorescencia (MFI, por sus siglas en inglés), en relacion con las células
tratadas con Nat-GraNVs, midiendo el porcentaje de células positivas para la
fluorescencia FM4-64 (Figura 22A, B).

Los resultados muestran que las Nat-GraNVs fueron internalizadas méas
eficientemente por los macrofagos THP-1 en cada punto temporal, mientras
que los tratamientos con Lio-GraNVs y Pas-GraNVs mostraron niveles de
MFI reducidos y un porcentaje menor de células positivas marcadas. No
obstante, todas las preparaciones de GraNVs mostraron niveles de captacion
superiores a los de los liposomas sintéticos (Figura 22A, B, C). Cuando los
macrofagos THP-1 se incubaron con cada uno de los tratamientos a 4 °C, tanto
la sefial MFI como el porcentaje de células positivas disminuyeron

drasticamente, lo que indica que la captacion celular depende de la energia.
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Figura 22. Captacion de liposomas, Nat-GraNVs, Lio-GraNVs o Pas-GraNVs, marcados con
FM4-64, por macréfagos humanos THP-1-XBlue™-CD14. Las células fueron tratadas con
PBS y, liposomas marcados (ambos usados como control), y con Nat-GraNVs, Lio-GraNVs o
Pas-GraNVs marcadas a una concentracion de 5.000 particulas por célula. (A) Estrategia de
“gating” y graficos “dot plots” obtenidos en un experimento representativo de internalizacion
de NVs evaluado tras 30 min, 1 h o 2 h de incubacion mediante citometria de flujo. (B) La
captacion se cuantifico midiendo intensidad media de fluorescencia (Mean Fluorescence
Intensity, MFI) y el porcentaje de células con internalizacién de NVs positiva. (C) Imagenes
representativas de microscopia confocal de barrido laser que muestran la captacion de NVs
en células THP-1-XBlue™-CD14. Los datos son media + SD de 4 experimentos independientes.
El andalisis estadistico se realizé6 mediante One way-ANOVA utilizando Graph Pad Prism 8,
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*p< 0,05, ¥*p< 0,01, ***p< 0,001.
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Para evaluar si las proteinas de superficie estaban implicadas en las
diferencias observadas en la captacion de GraNVs por macrofagos THP-1,
todas las muestras de GraNVs se trataron con proteinasa K (PK). Esta enzima
digiere las proteinas localizadas en la superficie al tiempo que mantiene la
integridad de la bicapa lipidica, lo que garantiza que la integridad estructural
de las NVs no se vea comprometida (Cvjetkovic etal.,, 2016). Tras el
tratamiento, las GraNVs se purificaron de nuevo mediante SEC, se marcaron
con FM4-64 y se aplicaron a células THP-1 como se ha descrito anteriormente.
Como se muestra en la Figura 23, la captacion de Nat-GraNVs disminuye
significativamente tras el tratamiento con PK, alcanzando niveles
comparables a los observados con Lio-GraNVs o Pas-GraNVs. Por el
contrario, el tratamiento con PK mostr6 un efecto minimo sobre la captacion
de Pas-GraNVs y Lio-GraNVs, incluso produjo un mayor MFI, lo que implica
una mejor internalizacion en las versiones tratadas en comparacion con las no

tratadas (Figura 23A, B).

Los mecanismos subyacentes al acoplamiento y captacion de VEs por las
células receptoras siguen siendo poco conocidos. En los mamiferos se han
propuesto varias vias de captacion, como la endocitosis mediada por clatrina,
la fagocitosis, la macropinocitosis y la fusiéon con la membrana plasmaética o
endosomal. Ademads, se cree que las balsas lipidicas y las interacciones
proteina-proteina especificas desempenan un papel crucial en la captacion de
VEs (Mulcahy et al., 2014; Liu & Wang, 2023). En las plantas se han descrito
mecanismos similares. Por ejemplo, las NVs derivadas del jengibre chino
(Boesenbergia rotunda) son internalizadas por células de cancer colorrectal
(HT-29 y HCT116) mediante fagocitosis y endocitosis mediada por caveolas
(Wongkaewkhiaw et al., 2022). Del mismo modo, las células Colon-26 y HT-
29 absorben las nanoparticulas derivadas del jengibre (Zingiber officinale)

mediante fagocitosis (Zhang et al., 2016).
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Figura 23. El tratamiento con proteinasa K reduce la captacién por los macréfagos THP-1-
XBlue™-CD14 de las Nat-GralNVs pero no de Lio-GraNVs o Pas-GraNVs. Las GraNVs fueron
pretratadas con proteinasa (PK) antes del marcaje con FM4-64, y su captacién por las THP-
1 fue evaluado por citometria de flujo después de 2 h de incubacién. (A) Graficos “dot plots”
obtenidos en un experimento representativo. (B) Cuantificacion de la captacion a partir de la

intensidad media de fluorescencia (Mean Fluorescence Intensity, MFI). (C) Porcentaje de
macréfagos que muestran una internalizaciéon de NVs positiva. Los datos se presentan como
media + SEM de 4 experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6 mediante
One way-ANOVA utilizando Graph Pad Prism 8, *p< 0,05, **p< 0,01.

Song et al (2020), demostraron que las NVs derivadas del ajo eran
internalizadas por las células HepG2 a través de la interaccion de las
glicoproteinas CD98 con proteinas similares a las lectinas. Como se ha
comentado anteriormente, nuestros hallazgos demuestran que el tratamiento
con PK reduce significativamente la captacion de Nat-GraNVs pero no de Lio-
GraNVs o Pas-GraNVs, apoyando la hipdtesis de que las proteinas de
membrana y/o corona fueron degradadas durante el procesado industrial

previo a la adicion de PK. Esta degradacion puede contribuir a la menor
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captacion observada en las GraNVs procesadas. Resultados similares se
obtuvieron con las NVs derivadas del ajo sometidas a digestion con tripsina,
lo que redujo la captacion, potencialmente debido a la degradacion de las
proteinas de superficie y a la reorganizacion de la estructura lipidica. Ademas,
estas NVs de ajo tratados con tripsina mostraron una potencia

antiinflamatoria inferior (Song et al., 2020).

4.2.4.Las NVs aisladas de zumos de granada pasteurizados y
liofilizados no mantienen todas las propiedades
biologicas

Anteriormente se ha descrito que las Nat-GraNVs tienen efectos
antinflamatorios, antioxidantes y cicatrizantes. Con el objetivo de profundizar
en el conocimiento del efecto de los procesamientos industriales en las

GraNVs, se han evaluado las propiedades de las Lio-GraNVs y Pas-GraNVs.
a) Actividad antiinflamatoria

Primero se analiz6 el efecto de las Nat-GraNVs, Lio-GraNVs y Pas-GraNVs
sobre la expresion de NF-kf3 en macréfagos humanos. Teniendo en cuenta las
distintas relaciones particula/proteina entre los preparados de las muestras

se probaron tres concentraciones de GraNVs (2,5, 5y 10 ug/mL).

Como se ha visto en el apartado 4.1.2. las Nat-GraNVs no alteraron
significativamente la expresion de NF-kf3, en contraste con el incremento
sustancial inducido por el agente pro-inflamatiorio LPS (Figura 24A). Sin
embargo, las Pas-GraNVs aumentaron ligeramente los niveles de NF-kf a la

concentracion mas alta ensayada (10 ug/mL) (Figura 24A).

Para evaluar el potencial antiinflamatorio de las GraNVs, los macrofagos
THP-1, pretratados con LPS durante 1 h, fueron sometidos a tratamientos con
PBS, Nat-GraNVs, Lio-GraNVs o Pas-GraNVs. Los niveles de NF-kf se
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determinaron 24 h después de la administracion de las GraNVs (Figura 24B).
S6lo las Nat-GraNVs inhibieron la expresion de NF-xf, incluso a la
concentracion mas baja (2,5 ug/mL). Por el contrario, las Lio-GraNVs y las
Pas-GraNVs no indujeron ningin efecto modulador significativo sobre la
expresion de NF-xf3, lo que sugiere que ambos procesamientos industriales

reducen la actividad antiinflamatoria de las GraNVs (Figura 24B).
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Figura 24. Los procesos industriales disminuyen el efecto antiinflamatorio de las Nat-
GraNVs en macrdéfagos estimulados con LPS. Los macrdfagos humanos THP-1-XBlue™ CDi14
fueron tratados con de 2,5, 5 0 10 ug/mL GraNVs, y los niveles de NF-xf fueron evaluados
usando el reactivo QUANTI-Blue™. El PBS fue utilizado como control para el andlisis
estadistico. (A) Niveles de NF-kf3 en macrofagos no activados. LPS sirve como control positivo
para la inflamacion. (B) Niveles de NF-kf3 en macrofagos activados con LPS tras los
tratamientos. Los datos se presentan como media + SEM (n=8). EIl andlisis estadistico se
realizo mediante One way-ANOVA utilizando Graph Pad Prism 8, *p< 0,05, **p< 0,01. ***p<
0,001.
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b) Actividad antioxidante

Los tratamientos térmicos y la liofilizacion aplicados a las frutas y sus
productos, incluidos los zumos, alteran su composiciéon nutricional, afectando
a menudo tanto a su contenido como a su capacidad antioxidante (Shofian

et al., 2011; Petruzzi et al., 2017).

En el apartado 4.1.2 se demostro6 que las Nat-GraNVs, a una concentracion de
5 ug/ml, proporcionan un efecto protector contra el estrés oxidativo inducido
por H,O. en células Caco-2. Para evaluar con mas detalle esta capacidad
protectora, se llevaron a cabo ensayos MTT utilizando lineas celulares
humanas HepG2, Caco-2 y THP-1 pretratadas con PBS, o con Nat-, Pas- y Lio-
GralNVs (5 pg/ml) antes de exponerlas a concentraciones variables de H.O.
durante 24 h (Figura 25). En este ensayo se utiliz6 DMSO como control
citotoxico interno. Los experimentos iniciales confirmaron que las
concentraciones crecientes de Nat-, Pas- y Lio-GraNVs (entre 2,5y 15 pug/ml)

no inducian efectos citotoxicos en ninguna de las lineas celulares analizadas.

Las células HepG2 pretratadas con GraNVs, y con una exposiciéon a 100 uM
de H.O. mostraron un aumento significativo de la viabilidad, expresada como
porcentaje de MTT transformado (Nat-GraNVs 73,86 + 20,80%, Lio-GraNVs
71,35 + 25,58%, Pas-GraNVs 67,34 + 24,57%), en comparacion con las células
pretratadas con PBS (42,11 + 7,8%) (Figura 25A). En las células Caco-2, s6lo
las Nat-GraNVs mejoraron significativamente la viabilidad tras la exposicion
a 200 uM de H.0.. Sin embargo, a una concentracion més baja de H.O. (50
uM), todas las GraNVs mostraron efectos antioxidantes significativos, con un
porcentaje de MTT de 93,02 + 7,06%, 87,11 + 18,37%, y 89,75 + 17,52% para
los tratamientos con Nat-GraNVs, Lio-GraNVs, y Pas-GraNVs,

respectivamente, comparado con 67,87 + 14,97% para el pretratamiento con
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PBS (Figura 25B). Curiosamente, no se observo ningun efecto protector en las

células THP-1, expuestas a altas concentraciones de H,O, (Figura 25C).
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Figura 25. Las GraNVs actiian como citoprotectoras en respuesta al estrés inducido por
peroéxido de hidréogeno en células HepG2, Caco-2 y THP-1-XBlue™-CD14. Las células fueron
pretratadas durante 24 h con Nat-GraNVs, Lio-GraNVs y Pas-GraNVs (5 ug/mL) antes de

incorporar diferentes concentraciones (25 — 1000 uM) de Hz02. Los datos se expresan como

la media + SEM (n= 3). Se realiz6 un andlisis estadistico mediante One way-ANOVA
utilizando Graph Pad Prism 8, *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001.

¢) Actividad cicatrizante

Previamente, se ha mostrado que las Nat-GraNVs promueven
significativamente el cierre de heridas en células epiteliales intestinales,
sugiriendo su potencial como alternativa terapéutica. Sin embargo, dichos
ensayos se realizaron en ausencia de SFB, lo cual puede influir en los

resultados obtenidos. Para investigar los efectos del procesamiento industrial
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en la capacidad de cicatrizacion de heridas de las GraNVs, llevamos a cabo un
ensayo comparativo de rascado en células Caco-2 en medio que contenia un
10% de SFB. Las GraNVs se ahadieron a una concentracion final de 5 pg/ml,
que fue la concentracién oOptima de las ensayadas anteriormente. La

dexametasona se incluy6 como control negativo.

Tras 24 h de tratamiento, se calcularon los porcentajes de cierre del rascado,
observandose que las Nat-GraNVs (81,89 + 18,04% de herida cicatrizada)
favorecen significativamente el cierre de la herida en comparacion con las Lio-
GraNVs (52,49 + 27,33%) y las Pas-GraNVs (55,19 + 24,41%) (Figura 26). En
realidad, s6lo las Nat-GraNVs mejoraron la eficacia de cicatrizacion de la
herida en comparacion con las células control tratadas con PBS (60,13 +

16,67% de la herida cicatrizada) (Figura 26).
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Figura 26. El tratamiento con Nat-GraNVs estimula una cicatrizacién mas rapida en células
epiteliales intestinales que las Lio-GraNVs o Pas-GraNVs. Las células Caco-2 crecieron hasta
la confluencia y se realizaron ensayos de raspado con una punta de pipeta. Las células fueron
tratadas con PBS, dexametasona, Nat-GraNVs, Lio-GraNVs o Pas-GraNVs. (A) Cuantificacion
del porcentaje de cicatrizacién 24 h después de la lesion. Las capacidades de cicatrizacién se
analizaron mediante ensayos de raspado, tratando las células Caco-2 con PBS,
Dexametasona, Nat-GraNVs, Lio-GraNVs o Pas-GraNVs (5 ug/mL). (B) Imagenes
representativas del proceso de cicatrizacion. Los datos se presentan como media + SEM de 16-
28 experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6 mediante One way-ANOVA
utilizando Graph Pad Prism 8, *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, ****p< 0,0001.
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Probablemente, las diferencias observadas en el acoplamiento y la captacion
de las distintas nanovesiculas contribuyen a las variaciones en las propiedades
de las GraNVs. Las membranas de las VEs y de las NVs no son meros
portadores pasivos de carga, sino que participan activamente en eventos de
senalizacion. Al presentar moléculas de superficie especificas, las VEs pueden
interactuar directamente con los receptores de las células diana, iniciando
respuestas como vias de sefializacién intracelular incluso sin necesidad de
internalizacion (Jahnke & Staufer, 2024). Todo ello podria explicar que las
Lio-GraNVs y las Pas-GraNVs mostraran efectos antiinflamatorios y de
cicatrizacion de heridas menores a los inducidos por las Nat-GraNVs.
Curiosamente, no se observaron diferencias en sus propiedades antioxidantes.
Este hallazgo podria atribuirse a la presencia en las GraNVs de enzimas
antioxidantes, bien caracterizadas, que son capaces de desintoxicar y reducir
el estrés oxidativo inducido por el H.O. sin necesidad de interaccion con las

células receptoras.

En conjunto, estas diferencias de funcionalidad ponen de relieve
consideraciones relativas al potencial terapéutico de los zumos de granada
comerciales sometidos a tratamientos industriales. Sin embargo, se necesitan
mas estudios para evaluar si concentraciones mas elevadas de Lio- o Pas-
GraNVs podrian lograr efectos terapéuticos similares a los de las Nat-
GraNVs. Ademas, todas las GraNVs contienen diversas moléculas bioactivas,
mas alla de las proteinas, como los microRNAs (Lopez de las Hazas et al.,
2023). Investigaciones anteriores han demostrado que la pasteurizacion
provoca una pérdida de los ARN asociados a las VEs de leche (Kleinjan et al.,
2021; Colella et al., 2023). Por lo tanto, se necesitan mas estudios para evaluar
si el procesamiento industrial afecta a otras moléculas bioactivas del zumo de
granada, como los ARN, y como esto puede repercutir en las propiedades

funcionales de las GraNVs.
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4.3. Caracterizacion y bioactividad de NVs aisladas del
fluido apoplastico de la vaina de la algarroba

4.3.1. El fluido apoplastico de la vaina de algarroba contiene
NVs con morfologia y carga proteica similar a VEs

El apoplasto, un espacio externo a la membrana plasmaética de las células
vegetales, abarca la pared celular de la planta y los espacios aéreos
intercelulares dentro de los tejidos vegetales. Esta involucrado en una amplia
gama de procesos fisioldgicos: transporte de agua y nutrientes, mecanismos
de defensa de la planta, interacciones celulares, mantenimiento de las paredes
celulares y la transmision de sefiales ambientales y de desarrollo (Rodriguez-

Celma et al., 2016).

La técnica mas comunmente utilizada para recolectar el fluido apoplastico
(FA) es la infiltracion al vacio-centrifugacion. En ella, el tejido se somete, bajo
vacio, a una infiltracion con un tampoén salino, y el fluido extracelular
resultante se recoge posteriormente mediante centrifugacion. Regente et al.
(2009) fueron los primeros en extraer VEs del compartimento apoplastico
empleando semillas de girasol (Helianthus annuus L). Basandose en este
estudio, Rutter & Innes (2017) implementaron cambios en el tampo6n de
infiltraciéon que llevaron a una nueva formulaciéon que ha sido ampliamente
utilizada por otros (Cai et al 2018; Chaya et al., 2023; Ipinmoroti et al., 2023;
Ekanayake et al., 2024) (Tabla 12). En nuestro estudio, se ha utilizado PBS
(137 mmol/L NacCl, 1,8 mmol/L KH,PO,, 10 mmol/L Na,HPO,, 2,7 mmol/L
KCl; pH 8) como tampo6n de infiltracion debido a su capacidad para mitigar
los efectos adversos sobre la integridad estructural de la membrana
plasmatica. Ademas, un trabajo exhaustivo sobre el impacto de la composicion

de la solucién de infiltracion en la adquisicion de proteinas del apoplasto
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mostr6 el mayor recuento de proteinas extracelulares, con el menor nimero
de contaminantes de proteinas intracelulares, al emplear un tampo6n de

fosfato de sodio 100 mM (Witzel et al., 2011).

El procedimiento de aislamiento de AlgNVs se llevd a cabo de la misma
manera que las GraNVs, con una combinacion de filtracion tangencial (TFF)
y cromatografia por exclusion de tamano (SEC). La presencia de NVs en el FA
de la vaina de algarroba se verificO mediante imagenes obtenidas a través del
MET (Figura 27A), las cuales revelan estructuras con formas esféricas y
ovaladas de tamafnos menores a 500 nm. Mediante el analisis por rastreo de
particulas (NTA) se hall6 que el tamafio que con mas frecuencia se daba
(moda) fue de 167,7 nm (Figura 27B), y en cuanto a la concentraciéon de

particulas, se obtuvieron 5,31 + 0,22 x 108 particulas por mL.

Tras conocer la media del contenido de proteina (84,9 ug/mL), obtenida de
tres muestras independientes, se calcul6 el ratio de particulas/ug de proteina
obteniendo una media de 6,25 x 10° particulas/ug de proteina (Figura 27C).
Este resultado, de acuerdo con Webber & Clayton (2013), consideraria la
muestra de NVs como impura al exhibir una proporciéon menor de 2 x 109
particulas/ug de proteina. No obstante, dicho estudio fue realizado en
muestras animales aisladas a través de ultracentrifugacion, por lo que habria

que tomarlo con cautela cuando se trata de NVs vegetales.
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Tabla 12. Comparacién de la composicion de los tampones utilizados y caracteristicas del
proceso de extraccion de NVs del apoplasto de diferentes plantas.

Planta Tampén de pH Vacio Referencias
aislamiento de
vesiculas
Sorghum bicolor 20 mM MES 6 5X20S (Chaya et al.,
2023)
2 mM CaCl2 0,1 MPa
0,1 M NaCl
Arabidopsis 20 mM MES 6 - (Cai et al.,
thaliana 2018; He et al.,
2 mM CaCl2 2021; Rutter &
0.1 M NaCl Innes, 2017)
Helianthus 50 mM Tris-HCI 7,5 3X10s (Regente et al.,
annuus separados 2009)
100 mM NaCl por
o o intervalos
0,1% 2-mercaptoetanol de 30 s

Cannabis sativa 30 mM MES - (Ipinmoroti
et al., 2023)
2 mM CaCl2
0,1 M NaCl
Solanum 20 mM MES 30 PA 10 (Ekanayake
tuberosum min et al., 2024)
2 mM CaCl2
0,1 M NaCl

Al igual que sucede con las NVs aisladas de zumos de frutas, la concentraciéon
de NVs derivadas del FA dependera del material vegetal de partida y de los
métodos de aislamiento y purificacion realizados. Ipinmoroti et al. (2023)
describieron una concentracion de 2,9 x 107 a 2,3 x 108 particulas/mL de NVs
obtenidas del FA de hojas de distintos cultivares de plantas de cafnamo,
aisladas mediante ultracentrifugacion. En el caso de NVs derivadas del FA de

hojas de sorgo, aisladas mediante gradiente de densidad de iodixanol, el
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contenido de particulas/mL fue mayor (1,20 x 109 + 4,17 x 107 particulas/mL)

(Chaya et al., 2023).

Si comparamos con las GraNVs, las AlgNVs muestran caracteristicas
similares en morfologia y tamafio, aunque la concentraciéon de particulas y el

contenido proteico evaluados fueron menores.
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Figura 27. Aislamiento y caracterizacion de NVs de algarroba. (A) Imdagenes
representativas de las NVs realizadas con el microscopio electrénico de transmision. (B) NTA.
(B) Andalisis de rastreo de las AlgNVs. Se utilizé una dilucién 1:200 de la muestra en PBS
filtrado. (C) La pureza de las AlgNVs aisladas se calcula mediante la proporcion de particulas
por ug de proteina. n=3.
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Para caracterizar el contenido proteico de las AIgNVs, asi como para
identificar posibles marcadores de VEs, fueron analizadas tres muestras
replicadas de AlgNVs mediante LC-MS/MS. De un total de 261 proteinas
detectadas se seleccionaron aquellas que presentaban, al menos, un péptido
identificado con una probabilidad mayor del 95% resultando un total de 197
proteinas identificadas (Tabla suplementaria S4, ver Anexo 6). Entre éstas se
encontraron proteinas que han sido previamente relacionadas con VEs de
plantas (Pinedo etal., 2021), tales como Anexina, distintos Factores de
elongacion, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), proteinas
Heat shock (HSP70), Malato deshidrogenasa y Tetraspanina-8 (TETS).

Con el objetivo de profundizar en la identificacion del contenido proteico de
las AlgNVs, se utilizo Gene ontology (GO) para clasificar las proteinas segiin
el proceso bioldgico, funcién molecular y compartimento celular (Figura 28A).
De acuerdo con el proceso bioldgico, la mayoria de las proteinas estaban
asociadas a metabolic process, seguida de response to stimulus y cellular
process. Al igual que en otras NVs derivadas de FA (Ekanayake et al., 2024),
se identificaron enzimas relacionadas con la modificacion de la pared celular
como Pectin acetylesterase o Pectinesterase (Tabla suplementaria S5, ver
ANEXO 5), reforzando una sugerencia previa sobre la participaciéon de las

NVs en el remodelado de la pared celular (de la Canal & Pinedo, 2018).

En cuanto a la funciéon molecular, las AlgNVs, al igual que las GraNVs,
aparecen principalmente vinculadas a los términos GO binding, hydrolase

activity y oxidoreductase activity.

En el analisis de los términos GO relacionados con el compartimento celular,
se identificaron proteinas asociadas a cytoplasm y nucleus, lo que podria
reflejar el origen de las NVs. En tercer lugar, aparece el término extracelular

region, lo que sugiere una caracteristica distintiva de las nanoparticulas.
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Las proteinas de las AlgNVs también fueron analizadas utilizado STRING
para evaluar las redes de interaccion proteina-proteina. De las 197, solo fueron
examinadas 23 debido a que la base de datos no recoge la especie Ceratonia
siliqua, y, por proximidad se emple6 Vigna angularis, especie perteneciente
a la misma familia. A pesar de ello, el anélisis permiti6 identificar una red de
interacciones que conecta a la mayoria de estas proteinas (Figura 28B). La
enzima Pectin esterase (AOAOLQTEU4) esta conectada con la proteina HSP70
(A0OAOL9TGV?7) que ayuda a proteger las células de diversas formas de estrés.
El remodelado de la pared celular constituye un proceso crucial en las
respuestas de adaptacion de las plantas al estrés abiotico, entre otros el
generado por las altas temperatura. En este proceso, enzimas como las Pectin
methylesterases desempenan un papel clave, ya que sus acciones modulan las
propiedades de la pared celular interactuando con las proteinas HSP (Wu
et al., 2018). Por lo tanto, la conexion entre la enzima Pectin esterase y la
proteina HSP70 podria contribuir a respaldar la hipdtesis planteada por
Ambrosone et al. (2023) sobre la modificacion de las pectinas de la pared
celular como mecanismo que contribuye a la secrecion de NVs en plantas

frente a ciertos tipos de estrés.
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Figura 28. Caracterizacion proteémica de las AlgNVs. El contenido proteico fue analizado
por LC-MS/MS. (A) Los graficos de Gene Ontology se clasificaron de acuerdo con la funcion
molecular, el proceso biologico o el componente celular. (B) Se generé una red de interaccion
proteina-proteina mediante la base de datos STRING con un umbral de confianza de 0.150.
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4.3.2.Las AlgNVs presentan actividades biolégicas in vitro

a) Las AlgNVs no son citotéxicas

Al igual que se hizo en la caracterizacion funcional de las GraNVs, se ha
estudiado el impacto de las AlgNVs sobre las células THP-1y Caco-2. En este
caso, ademas, se empled la linea celular de queratinocitos HaCaT debido al
creciente interés de las nanovesiculas en el campo de la dermatologia y el

potencial de las VEs como agentes terapéuticos (Sreeraj et al., 2024).

En primer lugar, se evalu6 la posible citotoxicidad mediante el ensayo MTT
para descartar que las AlgNVs pueden provocar algin tipo de dano celular.
Para ello, los tres tipos de células se incubaron con diferentes concentraciones
de AlgNVs (5, 10 0 20 pg/mL). Como control positivo de citotoxicidad se us6

20% de dimetilsulfoxido (DMSO) y como control negativo tampo6n PBS.

Como se muestra en la Figura 29, las AlgNVs no solo no ejercieron efectos
citotéxicos tras 24 y 48 h de incubacion, sino que incluso, promovieron el
crecimiento de las tres lineas celulares estudiadas a medida que se aumento la

dosis de nanovesiculas.

Para tener una visién mas global del efecto aislado de las AlgNVs, se realiz6
una comparacion con la fraccién SEC sin NVs (F20) y con el extracto total
(AIgET) (Figura 30). Ninguno de estos tratamientos mostré tener

citotoxicidad frente a las células.
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Figura 29. Evaluacion de la citotoxicidad inducida por AlgNVs. La citotoxicidad se evalué

determinando el porcentaje de transformacion de MTT en células THP-1 (A), HaCat (B) y

Caco-2 (C) expuestas a diferentes concentraciones de AlgNVs, vehiculo (PBS) o DMSO durante
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Estos resultados son consistentes con otros estudios que han demostrado la
que las NVs derivadas de diversas plantas en diferentes lineas celulares no
presentan citotoxicidad. Por ejemplo, las nanoparticulas similares a exosomas
derivadas de Beta vulgaris (BEX) no mostraron ningtn efecto toxico en lineas
celulares cancerosas como HeLa, MCF-7 y N2A a concentraciones de 10 y 100
pug/mL (Mahdipour, 2022). En otros experimentos el ensayo MTT mostro6 que
la viabilidad de las células HepG2 no se vio afectada al ser expuestas a
nanoparticulas de ardndanos en un rango de 50-200 pg/mL (Zhao et al.,
2022) y de manera similar, la viabilidad en células HaCaT, HDF y RAW264.7
no disminuy6 después de la exposicion a concentraciones elevadas de NVs de

col y col roja (1 x 1011 y 2 x 1011 particulas/mL) (You et al., 2021).

Sin embargo, es importante sefalar que se hay casos en los cuales la toxicidad
de las NVs varia entre células cancerosas y normales. Asi, diversas
concentraciones de NVs de ajo (5—50 pg/mL) ejercieron efectos citotoxicos en
dos lineas celulares cancerosas (A498 y A549), pero no en células normales
HDF (Ozkan etal., 2021). Asimismo, las NVs de té (0.5 a 64 pg/mL)
disminuyeron la viabilidad celular en las lineas MCF-7, 4T1, A549 y Hela,
pero no fueron tdxicas en lineas celulares no cancerosas como HUVEC y
HEK293T (Chen et al., 2022). Resultados comparables también se han tenido
en plantas no comestibles, como Cannabis sativa, donde la viabilidad de
células HepG2 y Huh-7 tratadas con NVs de dos quimiotipos de cafiamo
disminuy6 en el rango de 25-200 ug/mlL, pero las NVs no indujeron efectos

citotoxicos en células HUVEC (Tajik et al., 2022).
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b) AlgNVs muestran efectos antiinflamatorios y cicatrizantes

La cicatrizacién es un proceso fisiologico que abarca maultiples etapas:
hemostasia, inflamacion, proliferacion y remodelacion (Mahmoud et al.,
2024). Las células inmunitarias, como los macréfagos, son atraidas al area
durante la fase de inflamacion; estas células tienen la capacidad de cambiar
de un estado proinflamatorio a uno antiinflamatorio, contribuyendo al
proceso de cicatrizacion. En consecuencia, se buscan a menudo caracteristicas
antiinflamatorias para prevenir la desregulaciéon de la inflamacién y evitar
danos irreversibles. Las investigaciones en el campo de las NVs derivadas de
plantas han mostrado su capacidad para ejercer efectos antiinflamatorios y de
cicatrizacion de heridas (Narauskaité et al., 2021; Shao et al., 2023; Feng
et al., 2024) . De hecho, como se ha expuesto en los apartados 4.1.2. y 4.2.1.,
se ha confirmado que las GraNVs reducen la expresion de NF-kf3 en
macrofagos y aceleran el cierre de heridas en Caco-2. Esos resultados se ven
respaldados por investigaciones que han relacionado la regeneracion y
cicatrizacion de heridas con la antiinflamaciéon o proliferacion celular
inducida por NVs derivadas de plantas (Shao et al., 2023; Li et al., 2023; Wu

et al., 2024).

En el caso de la algarroba, varios estudios han mostrado que los extractos de
algarroba poseen efectos antiinflamatorios, los cuales han sido atribuidos a
sus compuestos bioactivos (Rtibi et al., 2016; Atta et al., 2023; El Sayed et al.,
2023; Ikram et al., 2023). Uno de estos compuesto clave podria ser el D-
pinitol, un polialcohol ciclico con multiples propiedades terapéuticas, tales
como actividad antiinflamatoria y cicatrizante, que se encuentra en la pulpa

de la algarroba (Juneja et al., 2020; Haque et al., 2024).

Por ello, en este apartado se estudiara el efecto antiinflamatorio de las AlgNVs
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en macrofagos humanos, ademas de su efecto cicatrizante en queratinocitos,

comparandolo con el D-pinitol.

Inicialmente se eligieron la menor (5 pug/mL) y la mayor (20 pg/mL)
concentracion de AlgNVs para evaluar el efecto sobre la expresion de NF-kB
en macréfagos humanos (Figura 31A). En ningtn caso las NVs modificaron de
manera significativa la expresion de NF-xf3, a diferencia del marcado aumento
provocado por el lipopolisacarido bacteriano (LPS). El D-pinitol, a las dosis

ensayadas (6 y 32 uM), tampoco alterar6 la expresion de NF-k[.

Con el fin de evaluar el potencial antiinflamatorio de las AlgNVs y el D-Pinitol,
se pretrataron los macrofagos THP-1 con LPS durante 1 hora, tras lo cual se
aplico un tratamiento con AlgNVs, D-pinitol o PBS. Los niveles de NF-kB se
determinaron 24 h después de la administracion de dichos tratamientos
(Figura 31B). De manera significativa, solo las mayores concentraciones de

AlgNVs (20 pg/mL) y D-pinitol (32 uM), inhibieron la produccion de NF-«f.
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Figura 31. Las AlgNVs y el D-pinitol presentan actividad antiinflamatoria en macréfagos
humanos THP-1-XBlue™ CDi4 en presencia de LPS. Las células fueron tratadas con
diferentes concentraciones de AlgNVs (5 0 20 ug/mlL) y con D-Pinitol (6 o0 32 uM) en ausencia
(A) o presencia (B) de LPS. El PBS fue utilizado como control negativo y el LPS como control
positivo a inflamacién. Los datos se presentan como la media + SEM (n = 4). Se realizé One-
way ANOVA como andalisis estadistico utilizando GraphPad Prism8, **p< 0,01, ***p< 0,001,
#*¥4% D< 0,0001.

Para el estudio de cicatrizacion, se emple6 la linea celular de HaCaT,
cominmente utilizada en este tipo de ensayos debido a su capacidad para
replicar el comportamiento de células epidérmicas (Schoop et al., 1999).
Considerando su mayor efecto antiinflamatorio, se seleccionaron las

concentraciones de 20 ug/mL de AlgNVs y 32 uM de D-pinitol.

Al igual que se realizé en GraNVs, se llevo a cabo un ensayo de rascado en un
medio de crecimiento que contenia un 10% de SFB. Ademaés de las AlgNVs y
D-pinitol, las células HaCaT se incubaron con AIgET (20 pg/mL extracto total
de fluido apoplastico de la vaina de algarroba) o con PBS. Como control

negativo se uso el glucocorticoide dexametasona. A las 24 h, el porcentaje de
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cierre de la herida en el tratamiento con AlgNVs era de 67,24 + 2,22%,
mientras que con el D-pinitol era 24,61 + 2,53 % significativamente menor que
con la dexametasona (45,11 + 1,28 % cierre de herida) (Figura 32A, C).
Transcurridas 48 h, la herida habia cerrado un 98,06 + 1,75 % con el
tratamiento de AlgNVs. Este valor fue claramente superior al obtenido en el
tratamiento con D-pinitol (34,23 + 2,89 %) y también al efecto cicatrizante de
la dexametasona (73,99 + 1,45 %) (Figura 32B, C). Resulta interesante que el
efecto del AIgET sobre el cierre de las heridas fue mejor que el D-pinitol pero
inferior que las AlgNVs, lo que demuestra que el proceso de aislamiento de las
NVs provoca que los componentes del extracto, por separado, tengan efectos

diferentes.
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Figura 32. Las AlgNVs estimulan el cierre de heridas en queratinocitos. (A) Cuantificacién
del cierre de la herida 24 o 48 horas tras el rascado. (B) Fotos representativas del proceso de
cicatrizacion a las 0, 24 0 48 horas. Los datos se presentan como la media + SEM (n = 8-12).
Se realiz6 One-way ANOVA como andlisis estadistico utilizando GraphPad Prism8, ***p<
0.001. ¥*** p< 0.0001.
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A la vista de los resultados, las AlgNVs han demostrado poseer propiedades
antiinflamatorias, asi como un efecto promotor de la cicatrizacién. Al
compararlas con el D-pinitol se ha observado que este compuesto presenta un
efecto antiinflamatorio comparable al de las NVs, pero carece de la capacidad
cicatrizante que estas altimas exhiben. Este hallazgo sugiere que las NVs de
algarroba podrian contener diversos compuestos bioactivos en su interior que,
actuando sinérgicamente potenciarian sus efectos antiinflamatorios y

cicatrizantes.
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5. Conclusiones

PIMERA. Se han identificado nanovesiculas similares a vesiculas
extracelulares en zumo de granada desarrollando un protocolo para su

aislamiento y caracterizacion.

SEGUNDA. Las nanovesiculas de zumo de granada contienen proteinas
consideradas como posibles biomarcadores de las vesiculas extracelulares
en vegetales, tales como Patelinas, Gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa y Tetraspanina 8.

TERCERA. Las nanovesiculas del zumo de granada han mostrado efectos
antinflamatorios y la mejora del proceso de curacion de heridas gracias a

su capacidad antioxidante.

CUARTA. La pasteurizacion y la liofilizacion del zumo de granada
disminuyen la concentracién de nanovesiculas y alteran el contenido
proteico, especialmente de las proteinas de membrana Tetraspanina 8 y

Patelina 3.

QUINTA. La internalizacion celular de las nanovesiculas aisladas de
zumos de granadas tratados es menor que las de zumos no tratados,
afectando su biofuncionalidad, principalmente a los efectos
antiinflamatorios y de cicatrizacion. No obstante, las nanovesiculas de

zumos tratados conservan sus propiedades antioxidantes.

SEXTA. Se han aislado nanovesiculas del fluido apopléstico de la vaina de
algarroba, estableciendo un protocolo especifico para su aislamiento y

caracterizacion.
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SEPTIMA. Las nanovesiculas de algarroba contienen proteinas especificas
de vesiculas extracelulares como Anexina, Elongation factor,
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, proteinas Heat shock, Malato

deshidrogenasa y Tetraspanina-8.

OCTAVA. Se ha demostrado que las nanovesiculas de algarroba no son

citotoxicas y tienen efectos antiinflamatorios y cicatrizantes.
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7.1. Anexo 1. Articulo publicado en la revista Food &
Function

Sanchez-Lopez, C. M., Manzaneque-Lopez, M. C., Pérez-Bermudez,
P., Soler, C., & Marcilla, A. (2022). Characterization and bioactivity of
extracellular vesicles isolated from pomegranate. Food & function, 13(24),
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7.2,

GraNVs por LC-MS/MS

Tabla Suplemetaria Si.

Anexo 2. Lista de proteinas identificadas en

Accession_PUNGR Peptides .
- (55% ) Uniprot NCBI blast
AoA2IoJ3D2 36 Plasma membrane ATPase
A0A2I0J5V6 15 Uncharacterized protein NA.B .domam' .
containing protein
A0A218WZE7 14 Phospholipase D
. . Heat Shock cognate 70
A0A218XXE1 13 Uncharacterized protein kDa protein 2 (putative)
A0A218WC38 i Plasma membrane ATPase
A0A210KEO01 1 Plasma membrane ATPase
AOA2I0HJT1 1 Uncharacterized protein Monocopper oxidase-like
protein SKU5
A0A218X9C1 10 14-3-3 domain-containing protein
A0A2I0L1X1 10 Uncharacterized protein Heat ShOCk protein 70
family (putative)
A0A218XSWo 9 Bet_v_1 domain-containing protein
AoA2ToL8L2 9 Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
A0A2I0HLQ1 8 Fructose-bisphosphate aldolase
A0A218WS48 8 NmrA domain-containing protein
A0A218WTZ5 8 PHB domain-containing protein
A0A218WV62 8 Uncharacterized protein Actin 7 isoform 1
Late embryogenesis
AoA2I0LBX0 7 Uncharacterized protein abundant protein LEA14-
A
Ao0A2I0JPV2 7 Uncharacterized protein Patellin-1
A0A2I0JGV8 7 Uncharacterized protein Dehydrin COR47
A0A2I0K2C8 7 Annexin
A0A210JQB8 7 Enolase_C domain-containing protein
A0A218XMo8 7 HATPase_c domgln—contalmng
protein
A0A2I0IgF5 ” TPR_REGION don}am—contammg
protein
A0A218VTX0 7 Uncharacterized protein Glutathione S-transferase
AoA2Io0H1D6 6 Bet_v_1 domain-containing protein
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AO0A2I0KBE7 Malate dehydrogenase
A0A2I0LQUS t—iNARE coﬂed:cg)ll homolpgy
omain-containing protein
A0A218VXL1 Uncharacterized protein . Fasciclin-like .
arabinogalactan protein 8
Uncharacterized protein
Nucleoredoxin 1
A0A2J0K2K1 (probable)
A0A2I0JV44 Uncharacterized protein PKS*.E.R doman}-
containing protein
. . Sodium/calcium
AoA2I0JJ12 Uncharacterized protein exchanger NCL
A0A2I0KLK6 BRO1 domain-containing protein
A0A218WED1 MFS domain-containing protein
A0A2I0KRU1 Uncharacterized protein Ras-related protein Raby
Ao0A2I0KHY4 Uncharacterized protein CSCi-like protein ERD4
A0A210K6D9 Uncharacterized protein EF-hand domain-
containing protein
A0A2I0JKR6 Uncharacterized protein Calc1u1.n—d.ependent
protein kinase 33
AoA2I0JDV3 Uncharacterized protein UTP-glucose-1-phosphate
uridyl transferase
A0A2I0ISS2 Uncharacterized protein Ve51cle-a55001gted
membrane protein 711
AO0A2I0I8E7y Uncharacterized protein Calmodulin
A0A218XHL8 Adenosyl homocysteinase
A0A218XPJ6 Bet_v_1 domain-containing protein
AOA2IOKTL7 FAD-binding PCMH-type domain-
containing
A0A218VV18 FAS1 domain-containing protein
A0A2I0IPNg Glutamate decarboxylase
AoA2IoLoD7 Glutathione peroxidase
AoAsToL2Po Guan051.ne n1.1c1.eot1.de fllphosphate
dissociation inhibitor
AoA2I0HHP3 Peroxidase_4 domaln—contalnlng
protein
AoA2I0KAIy Phosphoglycerate kinase
A0A218WW85 Serine hydroxymethyltransferase
AoA2I0J D79 t-SNARE coiled-coil homology

domain-containing protein
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Tetraspanin (Tobamovirus

AoAz18 2 multiplication protein 2A-like)
A0A218VWBS Uncharacterized protein CSCi-like protein HYP1
A0A218XS57 Uncharacterized protein Trlqse phosphate
isomerase
. . Ras-related protein
A0A2I0LEM9 Uncharacterized protein RABB1b isoform X1
Uncharacterized protein
ADP-ribosylation factor
AoA2]oL
A0A2I0L1W9 Uncharacterized protein Ras-relatedSIX‘Otem Rab-
A0A2I0KSK1 Uncharacterized protein Ras-related protein Rab-
2A-like
. . Vacuolar protein sorting-
AoA2I0KPL9 Uncharacterized protein associated protein 32-like
protein 2
E3 ubiquitin-protein ligase
A0A2I0KBEQ Uncharacterized protein XBAT35 isoform X3
(putative)
A0A210K404 Uncharacterized protein Patellin-3
AoA2I0IFg7 Uncharacterized protein Vacuolar pr3c;te1n sorting
AoA2I0IE28 Uncharacterized protein Alcohol dehydrogenase
AoA2I0HMUg Uncharacterized protein Sucrose synthase
A0A2I0H1T5 Uncharacterized protein Tr-type G domalp—
containing protein
AOA2[0INS2 ACB domain-containing protein
AOA218WJIZ8 Bet_v_1 domain-containing protein
Cation_ATPase_N domain-
A0A2I0HR90 containing protein
AoA2[0HK32 DUF1421 domain-containing protein
A0A2I0HV67 FAS1 domain-containing protein
AoA21014Ks5 Lipocln_cytosolic_FA-bd_ domain-
4 containing protein
A0A218XKLo Lipoxygenase
A0A218VXA5 Nucleoside diphosphate kinase
AoA2IoLFC8 Peptldase_M17Bi\(T) gd(;l:iam-contammg
Peroxidase_4 domain-containin
A0A210K239 _‘Lrotein &
A0A2I0KMG5 SHSP domain-containing protein

190



A0A2I0JZLy SHSP domain-containing protein
. . Glutathione S-transferase
A0A218WCq7 Uncharacterized protein DHAR2
A0A210KS56 Uncharacterized protein ADP-ylbosylatl.on factor-
like protein 8a
A0A2I0KLR7 Uncharacterized protein Ubiquitin
AoA2I0KDAO Uncharacterized protein a Small GTP-binding
omain containing protein
Uncharacterized protein
Transitional endoplasmic
Ao0A2I0K9D4 reticulum ATPase
(putative)
A0A2I0K3T5 Uncharacterized protein Ras-related protein Raby
. . Eukaryotic initiation
AO0A2I011Z6 Uncharacterized protein factor 4A-3
. . Ras-related protein
A0A2I016Y3 Uncharacterized protein RABD2c
A0A218XNQ6 USP domain-containing protein
AoA2IoIHEo USP domain-containing protein
Ao0A2I0LDB4 Vacuolar proton pumpo subunit B
AoA2loIMZ1 VPS37 C-terminal dqmaln—contammg
protein
A0A218VSQ8 AAI domain-containing protein
AoA2I0IE30 AAI domain-containing protein
AOA2I0L2R4 ADH_N_2 doma.ln-contalnlng
protein
A0A2I0JMQ6 Aldo_keto_.re.ductase (.10ma1n—
containing protein
A0A2I0KNGQ ALIX_LYPXL_bnd dg)mam—
containing protein
A0A218X5B3 C2 domain-containing protein
AoA2I0THM1 Cupin_5 domain-containing protein
A0A218VSK8 Cysteine synthase
A0A218X0I8 DLH domain-containing protein
A0A218WHD8 Epimerase domain-containing protein
AoA2I0ILB4 Epimerase domain-containing protein
A0A218XV30 Flavodoxin-like dorpaln—contammg
protein
AoA2I0INRO FYVE-type domain-containing protein
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A0A218XID6

Glutamine synthetase

A0A2I0KENg GTP-binding nuclear protein
A0A2I0I7B6 Helicase C—.te.rmmal dpmam—
containing protein
AoA2]0IUM5 Knot1 domain-containing protein
AoA2I0I7B2 Phosphoinositide phospholipase C
A0A218Y1J8 Profilin
AoA2I0HMRS Pyr_redox_2 domfiln—contamlng
protein
Pyrophosphate-fructose 6-phosphate
AoA2I0KTMo 1-phosphotransferase subunit alpha
AOA218VW44 Remorin_C domgm—contammg
protein
AoA2I0KH93 Superoxide dismutase [Cu-Zn]
A0A218X926 Thioredoxin dome.un—contalmng
protein
A0A218WZ58 Thioredoxin
AoA2I0L2R1 Uncharacterized protein PKS_ER doman}—
containing protein
AoA2I0KI27 Uncharacterized protein Aquaporin PIP2-2
Ao0A2I0K238 Uncharacterized protein Aquaporin PIP2-7
AoA2loJPH7 Uncharacterized protein EFI*(‘.}NE domalp 3
containing protein
AoA2IoJL20 Uncharacterized protein Ras-related protein RIC2
Pyr_redox_2 domain-
containing protein
A0A2101Z88 Uncharacterized protein (probable
Monodehydroascorbate
reductase 2)
Ao0A2I0IHB3 Uncharacterized protein Chaper(?ne prote.m dnaJ-
like protein
AO0A2I0IEC7 Uncharacterized protein Tetraspanin-8
AoA2IloHIH2 Uncharacterized protein Eplme.ra.se doma{n-
containing protein
A0A218W2F8 USP domain-containing protein
AoAzlolloy Vacuolar protein sorting-associated
protein 28 homolog
AoA2I0Jo81 V-SNARE domain-containing protein
AO0A2I0JAS2 X8 domain-containing protein
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7.3. Anexo 3. Articulo enviado a la revista Food
Chemistry

A continuacioén, se encuentra el borrador del articulo enviado a la revista Food
Chemistry, bajo el titulo de Pasteurization and lyophilization affect
membrane proteins of Pomegranate-derived nanovesicles reducing their

functional properties and cellular uptake.

En el momento del deposito de esta tesis se encontraba wuth editor.
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Abstract

Plant-derived nanovesicles (PDNVs) are promising therapeutic agents, valued for
their bioactive compound content and as drug delivery systems. However, the
effects of industrial food processing techniques on PDNVs remain underexplored.
This study evaluated the impact of lyophilization and pasteurization on the
properties and uptake efficiency of pomegranate-derived nanovesicles (PgNVs).
PgNVs were isolated from pomegranate juice using tangential flow filtration and size
exclusion chromatography. Treated PgNVs were analyzed via transmission electron
microscopy, nanoparticle tracking analysis, and LC-MS/MS, assessing their functional
properties and cellular uptake. High-purity PgNVs were obtained, although both
treatments reduced their yield. Pre-treated PgNVs displayed diminished anti-
inflammatory and wound-healing capacities, though antioxidant activity remained
unaffected. Treated PgNVs also exhibited lower internalization by human
macrophages compared to untreated PgNVs. Proteomic analyses revealed that the
damage of membrane proteins, such as Tetraspanin-8, might be responsible for
these effects. Our findings emphasize the need of optimizing processing to preserve

PDNV therapeutic potential.

Keywords: Plant-derived nanovesicles; pomegranate; extracellular vesicles; uptake;

pasteurization; lyophilization.
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1. Introduction

The pomegranate fruit is receiving increasing attention with numerous studies
exploring the potential health benefits of pomegranate juice (Pgl) that includes anti-
inflammatory, antidiabetic and anticancer effects, among others (Benedetti et al.,
2023; Pantiora et al., 2023). In fact, PgJ is recognized as one of the beverages with
the highest antioxidant content, primarily attributed to its anthocyanins and
hydrolysable tannins, as well as to low concentrations of phenolic compounds, such

as proanthocyanidins (Kalaycioglu & Erim, 2017; Moradnia et al., 2024).

To extend the shelf life of juices, the industry commonly employs thermal processing
methods. For Pgl, pasteurization is the preferred technique to inactivate
microorganisms and endogenous enzymes. Two types of pasteurization are typically
used: Low-Temperature Long-Time (LTLT), which involves heating at 63 °C for a
minimum of 30 minutes, and High-Temperature Short-Time (HTST), which uses
temperatures of 72 °C for at least 15 seconds (Vegara et al., 2013; Putnik et al.,

2019).

However, thermal processing can impact both the nutritional composition and
sensory qualities of fruit juices. This has led to the development of alternative
preservation methods, such as freeze-drying, to better retain the qualities of the
product (Sarbatly etal., 2023). Freeze-drying is a dehydration technique that
involves freezing the product, followed by the sublimation of ice under reduced
pressure (Prosapio & Lopez-Quiroga, 2020). Juice concentration, achieved by
removing a portion of its water content, extends the shelf life of the product, reduces
storage costs, and simplifies product handling (Adnan et al., 2018). However, the

freeze-drying process can affect polyphenol content and alter the physical properties

196



67
68

69
70
71
72
73
74
75

76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

87
88
89
90
91

of rehydrated juices (Martinez-Navarrete et al., 2019; Silvan et al., 2020; Uscanga
et al., 2021).

The description of extracellular vesicles (EVs) in plants has been subject to debate,
especially regarding their origin, isolation and nomenclature (Pinedo et al., 2021;
Sanchez-Lépez et al., 2024). Since nanovesicles (NVs) obtained from juice may
contain both, ‘bona fide’ EVs and vesicles generated during juice extraction, we
select the term NVs to name all vesicle preparations coming from juice. To our
knowledge, no studies have yet examined the impact of industrial treatments on

fruit juice derived nanovesicles.

NVs isolated from fruit juices display multiple functional properties (Lo et al., 2024).
For instance, NVs derived from lemon exhibit antioxidant (Baldini et al., 2018; Urzi
et al.,, 2023), anti-inflammatory (Raimondo et al., 2022), and wound-healing (Urzi
et al., 2023) properties. Similar effects have been reported in NVs extracted from
other citrus juices, including orange (Bruno et al., 2021), tangerine (Li et al., 2023),
and grapefruit (Wang et al., 2014). Our group first described the presence of vesicles
in the Pgl (PgNVs), exhibiting antioxidant, anti-inflammatory, and wound-healing
properties in vitro (Sanchez-Lépez et al., 2022). Additionally, several research groups
have explored the therapeutic potential of PgNVs in conditions such as benign
prostate hyperplasia (Sreekumar et al., 2023) and acute pancreatitis (Kang et al.,

2024), or as carriers of exogenous microRNAs (Lopez de las Hazas et al., 2023).

Regarding industrial treatments, it is well known that thermal processing and
homogenization on milk-derived EVs reduce EV concentration compared to
untreated raw milk and can selectively deplete specific EV subsets, also affecting EV
integrity and cargo (Kleinjan et al., 2021; Colella et al., 2023). This highlights the need

of selecting specific processing methods that preserve the bioactive components of
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the milk. Nevertheless, these studies did not assess whether alterations in EV cargo
or integrity may have an impact in the functional properties of the processed EVs.
Plant-derived EVs and NVs differ significantly from mammalian EVs in their lipid,
sugar, protein and nucleic acid composition, leading to differences in their
biochemical functionality, bioavailability and biophysical properties like stability
(Wang et al., 2022; Alzahrani et al., 2023), therefore, they may respond differently

to industrial preservation methods.

Since PgNVs have been identified as potential key contributors to the therapeutic
properties of Pgl) (Sanchez-Lopez et al., 2022), evaluating the impact of common
industrial treatments on their preservation and functionality is essential to
understand their availability to consumers. This could provide valuable insights for

future nutritional recommendations.

In this study, we have examined the impact of two industrial operations widely used
in juice production, such as pasteurization and freeze-drying (lyophilization), on
PgNVs and assess whether their integrity, proteomic content and functional

properties are affected.
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2. Materials and methods

2.1. Juice extraction and processing

Pomegranate fruits (Punica granatum L.), var. “Mollar de Elche”, were sourced from
a local market of the Valencian Community, Spain. After washing the fruits with
distilled water, pomegranate juice (Nat-Pgl) was freshly extracted using a manual
hand-press juicer. Pgl) was then passed through a stainless-steel sieve (1 mm mesh)
to remove any solid particles. For low-temperature pasteurization, Nat-PgJ was
heated to 63°C for 30 min (Pas-PglJ) in a water bath, and immediately cooled in an
ice-water bath. For lyophilization, PgJ was processed at -60°C and pressure of 30 Pa
using a freeze-dryer (Scient-10N, GEDILAB S.L). The dried samples were ground into
a fine powder and rehydrated with Milli-Q® water to prepare reconstituted PgJ (Lyo-
Pgl).

Each juice sample was sequentially centrifuged to remove debris and larger particles.
First, the samples were centrifuged at 700 x g for 10 min, followed by 3,000 x g for
15 min, and finally at 20,000 x g for 20 min at 4 °C to exclude larger NVs and
contaminants. The supernatant (200 mL) was then concentrated using tangential
flow filtration with a Vivaflow™ 50R membrane (Sartorius) and a Masterflex® L/S
peristaltic pump (Cole-Parmer). The concentrated extract (ExtPg), which was
reduced to a final volume of 4 to 5 mL, was aliquoted into 1 mL samples and stored

at -80 °C until use.

2.2. Isolation of NVs by size exclusion chromatography (SEC) and protein

quantification

Pomegranate NVs (PgNVs) were isolated as described previously (Sanchez-Lopez

et al., 2022). In brief, a 12 mL syringe (Sigma-Aldrich) was stacked with 10 mL of
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Sepharose™-CL2B resin (Sigma-Aldrich) and washed with 0.22 um filtered
phosphate-buffered saline (PBS). 1 mL of ExtPg was loaded onto the column, and a
total of 20 fractions of 0.5 mL each were collected using filtered PBS as elution buffer.
NVs-enriched fractions (fractions 6-10) were then combined and further
concentrated using an Amicon™ Ultra-4 Centrifugal Filter unit (Millipore) by
centrifugation at 3,000 x g for 15 min at 4 °C. This method was used to obtain three
distinct PgNV samples: Natural-NVs (Nat-PgNVs), Pasteurized-NVs (Pas-PgNVs) and
Lyophilized-NVs (Lyo-PgNVs). Protein concentration was assessed with the Micro
BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific), following lysis of NVs in Milli-Q®
water with 0.05% Triton™-X-100 and 0.01% SDS. Absorbance was measured at 595

nm using an iMark™ Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad).

2.3. Proteomic analysis

To examine the effects of industrial processing on the NV proteome, a proteomic
analysis was performed following previous established protocols (Sanchez-Lépez

etal.,, 2022; 2024).

Briefly, an automated low-input proteomics pipeline was used, based on the single-
pot solid-phase-enhanced sample preparation (SP3) method. Prior to sample
processing and to remove contaminants, a 1:1 combination of two different types of
carboxylate-modified magnetic particles (Thermo Scientific Sera-Mag SpeedBeads™)
was used. Samples were dried and dissolved in 30 uL of 50 mM ammonium
bicarbonate (ABC) and mixed with 4 L of beads per sample. Acetonitrile (ACN) was

then added to achieve a final concentration of 70%, and the mixture was briefly
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vortexed, incubated for 20 min at room temperature, and placed on a magnetic rack,
discarding the supernatant. Beads were subsequently washed twice with 200 pL of
70% ethanol and once with 180 uL of ACN, then allowed to dry to ensure complete
removal of ACN. For elution, beads were resuspended in 45 pL of 50 mM ABC buffer
and digested overnight with 500 ng trypsin (Promega) at 37 °C. Digestion was
stopped with 60 pL of 10% trifluoroacetic acid (TFA). The supernatants containing
peptides were collected and concentrated to 10 pL using a speed vacuum
concentrator. Peptide mixtures were analyzed by liquid chromatography and
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). For each sample, 5 pL of the resulting
mixtures were delivered to a trap column, desalted, and then loaded onto an
analytical column, with elution carried out using a linear gradient of 15 to 40% ACN
over 60 min. Peptides were analyzed on a nanoESI QTOF mass spectrometer
(6600plus TripleTOF, Sciex) using data-dependent acquisition, with MS1 scans from
350-1400 m/z for 250 ms and MS2 experiments from 100-1500 m/z for 25 ms in

‘high sensitivity’ mode.

Protein identification was performed using the ProteinPilotv5.0. search engine, and
the Paragon algorithm to search the Uniprot_Punica granatum database (Shilov et
al., 2007). For label-free quantitative proteomics, peptides data were processed in
Marker View 1.3 (Sciex). Firstly, areas were normalized by total areas summa, and
then a principal components analysis (PCA), discriminant analysis (DA) and a Student
t-test were performed. The remaining uncharacterized identifications were further
searched on NCBI databases (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) using the basic local
alignment search tool (BlastP) (Altschul et al., 1990). Protein—protein interaction
networks of the identified proteins were created using the STRING database with

default parameters, using ‘high confidence’ (0.150)(Szklarczyk et al., 2023). Gene
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Ontology (GO) analysis was performed using the Panther-GO system (Online version

19.0, http://www.pantherdb.org/).

2.4. Nanoparticle tracking analysis (NTA)

The size distribution and concentration of NVs were determined using nanoparticle
tracking analysis (NTA) with a NanoSight LM10 instrument (Malvern Instruments
Ltd.) as previously described (Sanchez-Lépez et al., 2022). Images were taken with
manual monitoring of temperature. Samples were diluted with 0.22 pum filtered PBS
to reach the concentration (20-120 particles/frame) recommended by the

manufacturer.
2.5. Transmission electron microscopy (TEM)

Samples were processed as previously reported (Sanchez-Lépez et al., 2022), and
analyzed with a Hitachi HT7800 transmission electron microscope (Servicio Central
de Soporte a la Investigacion Experimental (SCSIE), Universitat de Valéncia),
operating at 100 kV. Images were recorded with an EMSIS XAROSA digital CMOS
camera and the size of the NVs was determined using Olympus image analysis

software.
2.6. Immunogold staining

Immunogold labeling of NVs was performed at the Principe Felipe Research Center
of Valencia. Samples containing NVs were fixed in 2% paraformaldehyde in PBS for
30 min, and carbon-coated nickel grids were used. The grids containing the NVs were
washed in PBS and blocked with PBS/0.1M glycine/0.3% BSA for 10 min. The grids
were then incubated for 1 h with anti-Arabidopsis thaliana TET8 antibodies

(PhytoAB, PHY1490A) (dilution 1:50). After a 20-min wash, the grids were exposed
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to goat anti-rabbit secondary antibodies (Abcam) conjugated with 12 nm gold
particles (dilution 1:20) for 1 h. As a control, samples incubated only with secondary
antibodies were used. Grids were then washed in a PBS/0.1M glycine solution,
negatively stained, and observed using a Hitachi HT7800 transmission electron

microscope as specified in section 2.5.
2.7. ELISA

Maxisorp microtiter™ plates (Thermo Fisher Scientific) were coated overnight at 4°C
with 5 pg of PgNVs samples in 50 mM carbonate buffer (pH 9.6). The coated plates
were washed three times with PBS containing 0.05% Tween® 20 (PBS-T) (Bio-Rad)
and the uncoated sites were blocked with 5% BSA in PBS-T for 1 h at 37°C. Samples
were incubated for 1.5 h at 37°C with anti-Arabidopsis thaliana TET8 antibodies
(PhytoAB, PHY1490A), using a 1:50 dilution. The plates were then washed three
times with PBS-T and incubated with 100 pL of goat anti-rabbit horseradish
peroxidase conjugate (Bio-Rad). The secondary antibody incubations were
performed for 1 h at 37°C, followed by three washes with PBS-T. Subsequently, the
plates were incubated in the dark for 15 min at RT, with 50 L of substrate solution
(0.012% hydrogen peroxide, 0.4 mg/mL ortho-phenylenediamine (Sigma-Aldrich) in
a 0.05 M phosphate-citrate buffer, pH 5.0). The reaction was stopped with 50 pL of
3 M HCI. Absorbance was measured at 490 nm using an iMark™ microplate

absorbance reader (Bio-Rad).
2.8. Cell lines and culture conditions

The human monocytic leukemia cell line, THP-1-XBlue™-CD14 (InvivoGen), was
grown and maintained in RPMI 1640 medium with L-glutamine (Gibco). The HepG2
human hepatoma and the Caco-2 human colon epithelial cell lines (ATCC®, refs. HB-

0865 and HTB-37, respectively) were cultivated in Dulbecco’s Modified Eagle’s
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Medium (DMEM) with high glucose and L-glutamine (Gibco). Culture media was
supplemented with 100 pg/mL streptomycin, 100 U/mL penicillin (both from Sigma-
Aldrich), and 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco). All cell types were maintained in
75 cm? flasks under an atmosphere of 5% CO, and 100% humidity at 37 °C. THP-1-
XBlue™-CD14 monocytes were differentiated into macrophages by stimulating them
with 100 ng/mL of phorbol 12-miristate 3-acetate (PMA, Sigma-Aldrich) for 72 h.
Following differentiation, the culture medium was replaced with fresh medium and

cells were cultured additional 72 h before treatment application.

2.9. In vitro assays

2.9.1. Evaluation of NVs uptake by human macrophages

THP-1-XBlue™-CD14 cells were seeded in 24-well plates at a density of 1 x 10°
cells/well and differentiated into macrophages as outlined in section 2.8. Cells were
then incubated with either PBS, FM™4-64-labeled liposomes, or FM™4-64-labeled
Nat-PgNVs, Pas-PgNVs or Lyo-PgNVs, all at a concentration of 5,000 particles per
cell, in serum-free medium. Incubation was carried out for 1, 2, or 4 h at either 37°C
or 4°C. Following incubation, cells were washed twice with PBS to remove any non-
internalized lipid particles. Fluorescence corresponding to FM™4-64 was measured
using a BD LSR-Fortessa™ flow cytometer (Beckton Dickinson Biosciences). Cells
were gated by side scatter (SSC-A) versus forward scatter area (FSC-A), with clumped
cells and debris excluded through forward scatter height (FSC-H) versus FSC-A.
Positive cells for NV uptake were gated based on their mean fluorescence intensity
(MFI) levels relative to untreated controls. Flow cytometry data were analyzed using

FlowJo™ software (v10 version, BD Biosciences).

For laser confocal microscopy, cells were stained with the CellTracker™ Violet BMCQ

dye (Thermo Fisher Scientific), added to a final concentration of 1 uM and incubated
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for 30 min at 37°C following treatments. Imaging was performed using an Olympus
FV1000 confocal microscope (Olympus Corporation), and images were analyzed
using the Olympus FV10-ASW 4.2 software (Olympus Corporation). Optical
excitation was achieved using argon laser beams at 405, 488, and 559 nm for
channels 1, 2, and 3, respectively. Unlabeled cells, as well as NVs and liposomes,
served as internal controls. Control samples without labeling were also included for

both FACS and confocal experiments to confirm specificity.

2.9.2. Antioxidant activity and evaluation of the cell viability

THP-1-XBlue™- CD14, HepG2 or Caco-2 cells were seeded in 96-well plates at a
density of 1.5 x10* cells per well, and cultured for three days at 37 °C, 5% CO, and
100% humidity. To examine the protective effect of PgNVs against oxidative stress
induced by hydrogen peroxide (H20,), cells were pretreated with either PBS or PgNVs
(5 pg/mL) and incubated for 24h under the same culture conditions. After this
pretreatment, cells were exposed to various H,0, concentrations (ranging from 25
to 1000 uM) in filtered PBS. The specific range of H,0, concentrations for each cell
line was chosen based on preliminary assays (data not shown). Cells were then
incubated for additional 24 h at 37 °C, 5% CO, and 100% humidity. Cell viability was
assessed using the 3(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT, Sigma-Aldrich) colorimetric assay. For this, cells were washed with PBS and
fresh medium, then 10 pL of MTT solution was added to each well (final
concentration of 0.5 mg/mL). As cytotoxicity control, cells treated with a
concentration of 20% of dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich) were included.
After 4h of incubation, 180 uL of DMSO were added to dissolve the formazan
crystals, and absorbance was measured at 570 nm and 695 nm in a microplate reader

(iMark™ microplate absorbance reader (Bio-Rad)). Final values were obtained by
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subtracting the background absorbance (695 nm) to the signal absorbance (570 nm)
values. Results are presented as a percentage of AA relative to untreated control

cells (100% of MTT transformed).

2.9.3. QUANTI-Blue™ assay

THP-1-XBlue™-CD14 is a cell line derived from the THP-1 monocytic cell line via
transfection of a reporter construct expressing a secreted embryonic alkaline
phosphatase (SEAP) gene under the control of an inducible promoter by NF-kB and
AP1. Therefore, the measurement of NF-kB expression was conducted using the
Quanti-blue™ colorimetric reagent (InvivoGen), which facilitates monitoring of SEAP
production, according to the manufacturer's instructions. THP-1-XBlue™-CD14
monocytes were differentiated into macrophages using PMA as described in section
2.8. Macrophages were then treated with either PBS, PgNVs at concentrations of 2.5,
5 and 10 pg/mL, or 300 ng/mL of lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli K12
(InvivoGen) as a control for inflammation. In parallel, to assess the potential anti-
inflammatory effects of these treatments, macrophages were pre-stimulated with

300 ng/mL of LPS 1 h before treatments. All treatments were carried out in serum-

free medium. Following 24 h of incubation at 37°C, 5% CO2 and 100% humidity, 20

uL of each cell culture supernatant was mixed with 180 plL of Quanti-blue™ reagent,
and incubated for 5 h at 37°C. Optical density was measured at 655 nm using a

microplate reader (iMark™ microplate absorbance reader, Bio-Rad).

2.9.4. Wound-healing assay

Caco-2 cells were seeded in a 24-well plate at a density of 3 x 10° cells per mL under
the conditions described in section 2.8, until confluence was reached. Confluent cells

were scratched using a 1000 pL pipette tip after removing the medium to simulate
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wounding. Cells were then washed with PBS and replaced with fresh medium
supplemented with 10% FBS. Then, cells were treated either with PBS, or 5 pg/mL of
either Nat-PgNVs, Pas-PgNVs or Lyo-PgNVs. Dexamethasone (Sigma-Aldrich) was

also added to a final concentration of 10 uM as negative control for wound healing.

Wound closure was photographed using an inverted microscope Eclipse TE2000-S
(Nikon) attached to a Nikon F-601 camera at 40x magnification at 0 and 24 h.
Migration rate area was calculated after measuring wound with Image) software
(Schneider et al., 2012), using the following formula: migration area (%) = (AO -
At)/A0 x 100. AO represents the initial wound area at day 0, and At the remaining

wound area the following day.

2.9.5. NVs labeling and proteinase K treatment

The internalization efficiency and rate of NVs derived from various pomegranate
juices were evaluated using confocal microscopy and flow cytometry, respectively,
following previously described protocols (Sanchez-Lépez et al., 2024). Synthetic
liposomes, prepared by the thin-film hydration method (Guillot etal., 2021),
provided by Dr. Antonio José Guillot and Dr. Ana Melero from the Universitat de
Valéncia, were used as internal controls for labeling and uptake. To eliminate other
contaminants, synthetic liposomes were also processed through SEC purification
before labeling. 3 x 10™ particles, quantified by NTA, were incubated with the dye
FM™4-64 (Thermo Fisher Scientific) at a final concentration of 2.5 uM, for 45 min at
37°C. To remove excess of FM™4-64, NVs and liposomes were re-isolated by SEC,
using small columns with 1 mL of stacked Sepharose™ CL-2B (Sigma Aldrich), and the
NV-enriched fractions were pooled and concentrated using an Amicon® Ultra-4
(10000 MW, Millipore) by centrifugation at 3,200 x g for 15 min at 4°C. Some PgNVs

preparations (including Nat-PgNVs, Pas-PgNVs or Lyo-PgNVs) were treated with
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Proteinase K (Invitrogen) before FM™4-64 labeling. For that, PgNVs were diluted to
a concentration of 6 x 10" particles with filtered PBS and incubated with 10 ug/mL
of Proteinase K (Invitrogen) for 1 h at 37 °C with gentle agitation. After treatment,
proteinase K was removed using SEC with a 1 mL column. NTA was performed
following SEC re-isolation to quantify the particle concentration prior to FM™4-64

labelling to ensure homogenous labeling conditions.

2.10. Statistical analysis Data

Data are presented as mean £ SD unless otherwise specified, in which case mean %
SEM is reported. Statistical significance was assessed using one-way ANOVA. For
parameters that did not follow a normal distribution, the non-parametric Kruskal—
Wallis test was applied. p values < 0.05 were considered statistically significant. All
analyses and graphical representations were generated using GraphPad Prism 8

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results and discussion

3.1. Pasteurization and lyophilization reduce the yield and purity of PgNVs.

Thermal treatment remains the conventional method for juice preservation and is
widely recognized as one of the most cost-effective techniques to ensure microbial
safety and extend product shelf life (Ag¢cam et al., 2018). However, this approach
often negatively impacts sensory qualities and leads to the degradation of heat-
sensitive nutrients, such as vitamins and bioactive compounds, prompting the
development of other preservation techniques, including freeze-drying (Sarbatly
et al., 2023). While this alternative technique helps the preservation of nutritional

and sensory attributes, it still can impact the compositional integrity and physical
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properties of the juice, potentially affecting consumer acceptance and product

stability (Martinez-Navarrete et al., 2019; Silvan et al., 2020; Uscanga et al., 2021).

Although no studies have examined the impact of preservation treatments on NVs
from fruit juices, several investigations have been carried out on milk EVs (Kleinjan
etal.,, 2021; Turner etal., 2023; Colella etal.,, 2023). They show that thermal

treatments applied to milk reduce EVs concentrations significantly (Kleinjan et al.,

2021; Colella et al., 2023), and exposure to high-temperature conditions (2135°C for

21 s) can lead to complete loss of detectable EVs (Kleinjan et al., 2021). On the other

hand, it was demonstrated that lyophilization of milk affects the concentration of
EVs, reducing their levels compared to the EVs from fresh milk samples (Turner et al.,

2023).

In this work, we studied PgNVs from Pgl subjected to pasteurization or
lyophilization. PgNVs were isolated using a combination of differential
centrifugation, tangential flow filtration (TFF), and size exclusion chromatography
(SEC), as previously described (Sanchez-Lopez et al., 2022) (Fig. 1A). PgNVs were
then characterized in terms of size, morphology and concentration using
nanoparticle tracking analysis (NTA) and transmission electron microscopy (TEM)
(Fig. 1B). Although the EV-track database in mainly focused on mammalian EV, an
EV-track analysis was performed based on these data (EV-track ID EV240200) (EV-
TRACK Consortium et al., 2017).

NTA measurements showed that there were no significant changes in the mode size
of PgNVs after the treatments, a finding confirmed by TEM (Fig. 1B). Notably, while

Nat-PgNVs exhibited a wide range of morphologies, Pas-PgNVs and Lyo-PgNVs were
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predominantly round-shaped (Fig. 1B). Interestingly, while no significant differences
were found in the protein concentration between treatments (Fig 1C), the mean
particle concentration of the isolated Nat-PgNVs samples (4.26 + 1.44 x10%
particles/mL) was nearly twice the concentration displayed by Lyo-PgNVs (2.46 +
1.33 x10* particles/mL) and Pas-PgNVs (2.89 + 1.14 x10*! particles/mL) (Fig. 1D).

Additionally, we analyzed the ratio between particle number and protein
concentration as a measure of PgNVs purity (Webber & Clayton, 2013; Welsh et al.,
2024). All PgNVs preparations showed high particle/protein ratios, however, Nat-
PgNVs (4.6 + 5.39 x10 particles/ pg protein) displayed a significantly higher ratio
than Lyo-PgNVs (0.7 + 0.87 x10'° particles/ pg protein) and Pas-PgNVs (0.65 + 0.87

x10% particles/ pg protein) samples (Fig. 1E).

Leng and colleagues observed that both Low-Temperature Long-Time (LTLT) and
High-Temperature Short-Time (HTST) thermal treatments altered the morphology
and increased the size of blueberry NVs, with HTST inducing more pronounced
changes (Leng etal.,, 2023). Based on these findings, we selected LTLT for our
experiments with Pgl, as it appeared to better preserve nanovesicles integrity.
Notably, these thermal treatments were applied to blueberry NVs already isolated
by SEC, whereas NVs within their native matrix are less susceptible to degradation
or aggregation due to the protective effects of surrounding proteins and lipids
(Gelibter et al., 2022). Interestingly, although both pasteurization and lyophilization

reduced NVs concentration per mL of Pgl, the particle/protein ratio increased.

Schulz et al. (2020) hypothesized that thermal treatment could disrupt EVs resulting
in reduced particle concentration and the release of encapsulated proteins, which
could in turn increase the protein concentration in the sample. However, in isolated

EVs from pasteurized milk, the protein content was found to be actually lower when
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compared to untreated milk (Colella et al., 2023). These authors used differential
ultracentrifugation to isolate milk-EVs, a technique that might co-isolate soluble
proteins within the EV sample (Sidhom et al., 2020). These additional co-isolated

proteins could be also affected by the treatments, potentially influencing the results.

3.2. PgJ processing induces changes in the proteomic content of PgNVs mainly

affecting membrane-related proteins

Pgl is composed by a complex matrix of molecules, including polyphenols, organic
acids, vitamins, sugars, lipids and proteins (Bar-Ya’akov et al.,, 2019). Moreover,
plant-derived NVs differ from mammalian EVs in their composition, which impacts
their function, bioavailability, and stability (Wang et al., 2022; Alzahrani et al., 2023).
The application of industrial treatments can alter the composition of PgJ soluble
matrix and affect the membrane structure of PgNVs, potentially damaging their
lipids, sugars or membrane proteins. These alterations may lead to changes in the
interactions of PgNVs with soluble molecules from PgJ, modifying their adsorption

to PgNVs and their corona composition (Galindo et al., 2007).

To further investigate the potential impact of industrial juice processing on PgNVs,
we compared the protein cargo of Nat-PgNVs with Pas-PgNVs and Lyo-PgNVs using
label-free quantitative proteomics. We considered proteins achieving greater than
95% confidence, a false discovery rate (FDR) of less than 1% and a significance
threshold of p < 0.05 (Table 1 and Supplementary Table 1). Comparative analysis
revealed that Nat-PgNVs contained 14 upregulated and 2 downregulated proteins

relative to Pas-PgNVs. In contrast, the comparison between Nat-PgNVs and Lyo-
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PgNVs identified 5 upregulated and 11 downregulated proteins in Nat-PgNVs (Table
1).

To obtain a comprehensive overview of the protein cargo showing significant
differences after treatments, proteins were classified by Gene Ontology (GO) into
three broad categories: “biological process”, “molecular function” and “cellular
component” (Fig. 2A and Supplementary Table 2). The GO biological process
analyses showed that industrial treatments primarily affected proteins involved in
metabolic processes (Ubiquitin-NEDD8-like protein RUB2, Prosaposin, Chitinase llI,
Chitinase, glutathione transferase) and response to stimulus (Elongation factor 1-
gamma-like, Water stress and hypersensitive response domain-containing protein,
Annexins, Phosphoprotein ECPP44, Heat shock cognate protein 80), although
proteinsinvolved in transport processes or signaling also showed affected levels (Fig.
2A). Within the GO "molecular function" category, the most prevalent GO term was
"binding", encompassing over 45% of the proteins, followed by "hydrolase activity",
"other catalytic activity" and "transmembrane transporter activity" (Fig. 2A and
Supplementary Table 2). Interestingly, the GO cellular component analyses revealed
that 34% of the significantly altered proteins were membrane proteins (CASP-like
protein, Elongation factor 1-gamma-like, H(+)-exporting diphosphatase, Fasciclin-
like arabinogalactan protein 9, ADP-ribosylation factor, Copper transport protein,
Monosaccharide-sensing protein 2-like, Phosphoprotein ECPP44, Tetraspanin-8)
(Fig. 2A).

To assess potential protein-protein interactions where proteins with altered levels
should be involved, we used STRING analyses (Szklarczyk et al., 2023) (Fig. 2B).
Although only 14 proteins of the 32 up- or down-regulated proteins showed results

in STRING, the analyses revealed a network of interactions among most of these
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proteins. Notably, the only functional enrichment detected in our network within
the GO “Biological Process” category was “Response to temperature stimulus”, a
process highly correlated with thermal treatments applied to PgJ (Supplementary

Table 3).

As far as we know, research on EVs corona is limited. The corona, which is mainly
composed by proteins, has been shown to greatly impact EV functionality, although
studies on the corona in plant-derived EVs and NVs have not been yet conducted
(Buzas, 2022; Wolf et al., 2022). Our ‘label free’ quantitative proteomics approach
reveals that a significant percentage of the proteins, with altered levels in PgNVs
after pasteurization or lyophilization, were membrane proteins. TEM visualizations

showing altered morphology in PgNVs following the treatments support this notion.

Notably, the plant EV biomarkers Tetraspanin-8 (TET-8) and Patellin-3 (PATL3)
(Rutter & Innes, 2017; Ambrosone et al., 2023) were among the membrane and
membrane-associated proteins, showing significant differences upon PgJ processing.
PATL3 levels were 6.5-fold higher in Nat-PgNVs when compared to Pas-PgNVs and
2.4-fold higher when compared to Lyo-PgNVs (Table 1). PATL3, a plasma membrane
protein crucial for vesicle and membrane trafficking events, has been shown to be
highly expressed in NVs derived from various citrus juices (Pocsfalvi et al., 2018; Zhou

et al.,, 2019).

Similarly, TET-8 levels were 2.6 times higher in Nat-PgNVs when compared to Pas-
PgNVs (p= 0.062) and 3.3 times higher than in Lyo-PgNVs (Table 1; Supplementary
Table 1). To confirm these results, we next performed negative TEM-immunogold
staining using anti-TET8 antibodies (Fig. 2C). As shown in Figure 2C, TET-8 was

detected on the surface of all PgNVs, although its presence on Pas-PgNVs and Lyo-
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PgNVs was markedly reduced. This was reflected in the ratio of gold particles per
PgNV, which differed significantly between Nat-PgNVs and the treated PgNVs (Fig.
2D). To further validate these findings, ELISA assays were performed. These assays
confirmed that TET8 levels were higher in Nat-PgNVs than in treated samples,
confirming the results from proteomic and TEM-immunogold assays (Fig. 2E).
Consistent with our findings, Santangelo and colleagues demonstrated that TET8
levels in NVs from soaked, soaked-roasted, roasted, and blanched almonds were

reduced compared to those in raw almonds (Santangelo et al., 2024).

Tetraspanins are transmembrane proteins that associate with a variety of receptors
and signaling molecules on the cell membrane (Andreu & Yafiez-M6, 2014). TET8
may play a key role in uptake mechanisms in plants. Further evidence of TET8
importance in intercellular communication comes from studies showing that levels
of host small RNAs transferred into fungal cells are reduced in tet8tet9 mutants,
suggesting that TET8 and TET9 contribute to plant immunity by facilitating the
transfer of small RNAs into fungal cells (Cai et al., 2018). In mammals, it has been
shown that variations in tetraspanins expression can regulate how EVs are targeted
and taken up by recipient cells, influencing cellular responses through specific
adhesion and signaling interactions. In fact, CD9, CD63 and CD81, considered
markers of EVs in mammals, facilitate specific uptake pathways and enable targeting
to specific cells or tissues (Jankovicova et al., 2020). Although studies on the impact
of industrial treatments on Tetraspanin levels in mammalian EVs are limited, it has
been shown that different heat treatments applied to milk result in a decrease in

CD9 levels (Kleinjan et al., 2021).

3.3. Industrial treatments reduce internalization of NVs
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As membrane proteins are shown to be crucial for EVs internalization by recipient
cells (Andreu & Yanez-Ma9, 2014; Jankovicova et al., 2020), we aimed to assess the
effect of industrial treatments in the uptake of PgNVs. Cells were treated with either
PBS, FM™4-64-labeled liposomes (synthetic lipid particles used as internal control),
Nat-PgNVs, Lyo-PgNVs or Pas-PgNVs at a concentration of 5000 particles per cell and
incubated for 30 min, 1h or 2h. All NV labelling was performed as previously reported
(Sanchez-Lépez et al., 2024). The internalization was measured by flow cytometry
and confocal microscopy (Fig. 3). Uptake was evaluated by fold change in the mean
fluorescence intensity (MFI) relative to Nat-PgNVs-treated cells, and by measuring
the percentage of cells positive for FM™4-64 fluorescence (Fig. 3 A, B). Nat-PgNVs
were internalized more efficiently by macrophages at each time point, with Lyo-
PgNVs and Pas-PgNVs treatments showing reduced MFI levels and a lower
percentage of positive labeled cells. Nonetheless, all PgNVs preparations
demonstrated higher uptake levels than synthetic liposomes (Fig. 3). When THP-1-
XBlue™-CD14 macrophages were incubated with each treatment at 4 °C, the MFI
signal and the percentage of positive cells drastically decreased, indicating that

uptake was energy-dependent (data not shown).

The mechanisms underlying the docking and uptake of EVs by recipient cells remain
poorly understood. In mammals, several uptake pathways have been proposed,
including clathrin-mediated endocytosis, phagocytosis, macropinocytosis, and
fusion with plasma or endosomal membranes. In addition, lipid rafts and specific
protein-protein interactions are thought to play a role in EV uptake (Mulcahy et al.,
2014; Liu & Wang, 2023). Similar mechanisms have been reported in plants. For
instance, fingerroot-derived NVs are internalized by colorectal cancer cells (HT-29
and HCT116) via phagocytosis and caveolae-mediated endocytosis

(Wongkaewkhiaw et al., 2022). Similarly, ginger-derived nanolipids are phagocyted
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by Colon-26 and HT-29 cells (Zhang etal., 2016), and garlic-derived NVs were
internalized by HepG2 cells through the interaction of CD98 glycoproteins with

lectin-like proteins (Song et al., 2020).

To assess whether surface proteins were involved in the observed differences on
PgNVs uptake by THP-1-XBlue™-CD14 macrophages, PgNVs samples were exposed
to a proteinase K (PK) soft treatment, which digests surface-localized proteins while
maintaining the integrity of the lipid bilayer, ensuring that the structural integrity of
the NVs remains uncompromised (Cvjetkovic et al., 2016). Following PK treatment,
PgNVs were re-purified by SEC, labeled with FM™4-64, and applied to THP-1-XBlue™-
CD14 cells as previously described. As shown in Figure 4, the uptake of Nat-PgNVs
decreased significantly upon PK treatment, reaching levels comparable to those
observed with Pas-PgNVs or Lyo-PgNVs. In contrast, PK treatment showed minimal
effect on the uptake of Pas-PgNVs and Lyo-PgNVs, even yielding higher MFI, implying
better internalization in the treated versions compared to the untreated ones (Fig. 4
A, B).

These findings support the hypothesis that membrane and/or corona proteins are
degraded during industrial processing prior to PK addition. It is possible that the
membrane damage during pasteurization and lyophilization allows interaction with
other soluble proteins within Pg) matrix, thus altering the protein composition
associated with PgNVs and masking some potential selective interactions with
macrophages. This degradation may contribute to the reduced uptake observed in
processed PgNVs. Similar results were found with garlic-derived NVs subjected to
trypsin digestion, which reduced cellular uptake due to both surface proteins

degradation and lipid structure rearrangement (Song et al., 2020).
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3.4. Industrial processed PgNVs do not affect NF-kB expression in LPS-treated
THP-1-XBlue™ CD14 cells

It might be the case that differences in docking and uptake likely contribute to the
observed differences in NVs functionality in vitro. EV and NV membranes are not
merely passive carriers of cargo, they actively participate in signaling events. By
presenting specific molecules at the surface, EVs can directly interact with receptors
on target cells initiating responses such as intracellular signaling pathways, even

without requiring internalization (Jahnke & Staufer, 2024).

Previous results confirmed that PgNVs induce a potent anti-inflammatory effect on
human THP-1-XBlue™-CD14 macrophages (Sanchez-Lépez et al., 2022). Hence, to
further investigate the impact of industrial processing on the functional properties
of PgNVs, we analyzed the effect of the Nat-PgNVs, Lyo-PgNVs and Pas-PgNVs on
NF-kB expression in these human macrophages. We tested three different
concentrations of PgNVs (2.5, 5 and 10 pug/mL) to avoid any potential influence of

particle/protein ratio differences among the samples on the results.

Confirming previous findings, PgNVs did not significantly alter NF-kB expression, in
contrast to the substantial increase induced by bacterial lipopolysaccharide (LPS), a
known pro-inflammatory agent (Fig. 5A). However, Pas-PgNVs slightly increased NF-
kB levels at the highest concentration tested (10 pg/mL) (Fig. 5A). This modest
increase could be attributed to subtle changes in the protein corona adsorbed to
Pas-PgNVs, which may lead to interactions with cellular receptors that initiate
inflammatory signaling pathways (Wolf et al., 2022). However, these effects appear
to be minor and may not be significant at PgNVs concentrations typically found in

juice.
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To assess the anti-inflammatory potential of PgNVs, THP-1-XBlue-™-CD14
macrophages were pretreated with LPS for 1 h, followed by a treatment with either
PBS, Nat-PgNVs, Lyo-PgNVs or Pas-PgNVs. NF-kB levels were determined 24 h after
PgNVs administration. Notably, only Nat-PgNVs inhibited NF-kB expression, even at
the lowest concentration (2.5 pg/mL) (Fig. 5B). In contrast, neither Lyo-PgNVs nor
Pas-PgNVs induced a significant modulatory effect in NF-kB expression, suggesting
that the industrial processing reduces the anti-inflammatory effect of PgNVs (Fig.

5B).

3.5. The antioxidant properties of PgNVs remain unaffected by industrial

processing

Thermal treatments and freeze-drying applied to different fruits and their products,
including juices, alter their nutritional composition, often affecting both their
antioxidant content and antioxidant capacity (Shofian et al., 2011; Petruzzi et al.,
2017). In this context, previous results suggested that Nat-PgNVs used at 5 pg/mL,
but not 10 ug/mL, provided a protective effect against H,0,-induced oxidative stress

in Caco-2 intestinal cells (Sdnchez-Ldpez et al., 2022).

To further evaluate this protective capacity, MTT assays were carried out using
HepG2, Caco-2, and THP-1-XBlue ™-CD14 human cell lines pre-treated either with
PBS, Nat-, Pas-, or Lyo-PgNVs (5 pg/ml) before exposure to varying H,O»
concentrations for 24 h (Fig. 6). DMSO was also used as cytotoxic internal control.
Preliminary experiments confirmed that increasing concentrations of Nat-, Pas-, and
Lyo-PgNVs (ranging from 5 to 20 pg/mL) did not induce cytotoxic effects in any of

the cell lines tested (Supplementary Fig. 1).

HepG2 cells pretreated with PgNVs, followed by exposure to 100 uM H,0,, displayed
a significant increase in viability (Nat-PgNVs 73.86 + 20.80%; Lyo-PgNVs 71.35 +
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25.58%;; Pas-PgNVs 67.34 £ 24.57%, MTT transformed) compared to cells pretreated
with PBS (42.11 + 7.8% MTT transformed) (Fig. 6A). In Caco-2 cells, only Nat-PgNVs
significantly enhanced viability following exposure to 200 uM H,0,. However, at a
lower H,0; concentration (50 uM), all PgNVs demonstrated significant antioxidant
effects, with MTT reduction of 93.02 + 7.06% (Nat-PgNVs), 87.11 + 18.37% (Lyo-
PgNVs), and 89.75 + 17.52% (Pas-PgNVs), compared to 67.87 + 14.97% for PBS
pretreatment (Fig. 6B). No protective effect was observed in THP-1-XBlue™-CD14

cells, which were exposed to high H,0, concentrations (Fig. 6C).

The absence of differences in antioxidant properties may be attributed to the

presence of well-characterized antioxidant enzymes within PgNVs, which can

detoxify and mitigate H202-induced oxidative stress independently of host cell

interaction. Future studies should determine whether these enzymes remain

unaffected by the treatments.
3.6. Industrial processes decrease wound-healing activity

Previously, our group demonstrated that Nat-PgNVs significantly promote wound
closure in intestinal epithelial cells, suggesting their therapeutic potential (Sanchez-
Lépez et al., 2022). However, those assays were performed in absence of FBS, which
may influence the efficacy of the obtained results. Given that PgJ is an ingested
product, the use of an intestinal epithelial model is particularly relevant. To
investigate the effects of industrial processing on the wound-healing activity of
PgNVs, we here conducted a comparative scratch assay on Caco-2 cells in medium
containing 10% FBS, testing the healing efficacy of either PBS, Nat-, Lyo- or Pas-
PgNVs. PgNVs were added at a final concentration of 5 pug/mL, the optimal
concentration determined in previous studies (Sanchez-Lopez etal.,, 2022).

Dexamethasone, a well-known glucocorticoid, was included as a negative control.
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After 24 h of treatment, scratch closure percentages were calculated, showing that
Nat-PgNVs favor significantly wound closure (81.89 + 18.04% of wound healed)
compared to Lyo-PgNVs (52.49 + 27.33% of wound healed) and Pas-PgNVs (55.19 +
24.41% of wound healed) (Fig. 7). Notably, only Nat-PgNVs significantly improved
wound healing efficacy compared to PBS-treated cells (60.13 + 16.67% of wound
healed) (Fig. 7).

The observed differences in functionality after industrial treatments emphasize the
probable significant loss of therapeutic activity in commercial PgJ, underscoring the
need for improved processing methods. Further studies are needed to assess
whether higher concentrations of industrial processed PgNVs could achieve a
therapeutic potential similar to that of Nat-PgNVs. One key consideration in our
approach was that pasteurization and lyophilization of the juice, rather than isolated
PgNVs, provides insights into how these treatments impact the PgNVs within their
natural matrix. Isolated NVs are known to be more prone to aggregation, disruption
and fusion during freeze-thaw cycles compared to NVs still embedded in their
natural matrix (Jeyaram & Jay, 2018; Ahmadian et al., 2024). For instance, freezing
and lyophilization of NVs often requires cryoprotectants, such as sucrose or other
sugars, which are naturally abundant in the juice itself (Moradnia et al., 2024). This,
PgNVs isolated from the juice may be more susceptible to the reported structural
alterations than those processed within their native matrix, although future studies
are needed to address this point. Additionally, PgNVs contain diverse bioactive
molecules beyond proteins, such as phenolic compounds or microRNAs, which may
play a pivotal role in their functionality (Lopez de las Hazas et al., 2023). This study
encountered significant challenges in identifying bioactive metabolites, detecting
only trace amounts of few compounds at significant lower concentrations than in

the juice itself. Based on these findings, we assume that phenolic compounds are
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unlikely to be key components of the therapeutic activity of the PgNVs, although
they may still contribute to the properties of Pgl. Previous research have
demonstrated that pasteurization results in a loss of milk-EV-associated RNAs
(Kleinjan et al., 2021; Colella et al., 2023), rising questions about whether similar
losses occurs in PgNVs. Therefore, future studies should evaluate whether industrial
processing affects other bioactive molecules in PgJ, such as RNAs, to fully understand

their contribution to the therapeutic properties of PgNVs.

4. Conclusion

In this study, we have demonstrated that pasteurization and lyophilization of Pg)
significantly affect the nanovesicles present in the juice. Both treatments led to a
decrease in PgNVs concentration and altered the protein cargo within the vesicles.
These changes ultimately impact their functional properties, diminishing PgNVs anti-

inflammatory and wound-healing effects.

These findings have important implications for the food science field, especially
regarding the industrial processing of functional foods. The preservation and
integrity of bioactive molecules, such as proteins, lipids, and other macromolecules
within PgNVs, are essential to maintain their therapeutic properties. Our results
suggest that industrial processing methods, such as pasteurization and freeze-
drying, may reduce the effectiveness of PgNVs as therapeutic agents when

consumed in processed pomegranate juice.
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Additionally, this study provides new insights into the role of specific proteins, such
as Tetraspanin-8, in the functionality of PDNVs. These proteins might be critical for
vesicle integrity, docking, and potential cell interactions, all of which are crucial for

their bioactivity.

Future research should investigate the impact of processing on other bioactive
molecules, including microRNAs or phenolic compounds, within PgNVs and other
PDNVs. In addition, investigating alternative processing techniques or protective
strategies to preserve the integrity of nanovesicles could have significant

implications for enhancing the health benefits of functional foods.
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Figure legends

Table 1. List of significantly different abundant proteins in NVs from natural
pomegranate juice versus NVs obtained from industrially processed pomegranate

juice.

Figure 1. Characterization of nanovesicles isolated from natural, pasteurized and
lyophilized pomegranate juice. (A) Schematic overview of PgJ processing and PgNVs
isolation by differential centrifugation, tangential flow filtration (TFF), and size
exclusion chromatography (SEC). (B) Representative transmission electron
microscopy (TEM) images and nanoparticle tracking analysis (NTA) data obtained for
Nat-PgNVs, Pas-PgNVs or Lyo-PgNVs. Prior to NTA, PgNVs were diluted 1:200 in
filtered PBS. (C) Protein concentration of PgNVs determined by the Micro BCA
Protein Assay Kit. (D) Particle concentration estimation by NTA measurements. (E)
Particle/protein ratio, calculated as total particle number per pg of protein, as an
indicator of protein enrichment and purity of each PgNVs preparation. Data are
shown as mean + SEM from 7-9 independent PgNVs isolations. One-way ANOVA was

performed as a statistical analysis with GraphPad Prism 8, *p<0.05.
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Figure 2. PgNVs exhibit different proteomic profiles in response to industrial
processing. The protein cargo of Nat-PgNvs, Pas-PgNVs or Lyo-PgNVs were analyzed
by LC-MS/MS. (A) Gene ontology (GO) classification of PgNVs proteins with
significantly changed levels following industrial processing, categorized by biological
process, molecular function or cellular component. (B) Protein-protein interaction
network of the proteins with significant differential expression generated by the
STRING database, using the minimum required interaction score (0.150). (C)
Detection of Tetraspanin-8 (TET8) on PgNVs surfaces observed via TEM immunogold
using anti-TET-8 antibodies (PhytoAB) and anti-rabbit coupled to gold nanoparticles
(12 nm; Abcam). Black arrows indicate TET-8 labeling. (D) Quantification of gold
particles detected per PgNV, averaged across TEM images obtained at 40,000-fold
magnification and processed by Imagel. (E) TET-8 detection in PgNVs samples was
also determined by ELISA using anti-TET8 antibodies. Data are shown as mean + SEM
(n= 10 for particle quantification; n= 4 for ELISA experiments). One-way ANOVA was
performed as a statistical analysis with GraphPad Prism 8, *p <0.05, **p < 0.01, ***p
<0.001.

Figure 3. Differential uptake of FM™4-64-labelled liposomes, Nat-PgNVs, Lyo-
PgNVs or Pas-PgNVs by THP-1-XBlue™-CD14 human macrophages. Cells were
treated with either PBS, FM™4-64-labelled liposomes (both used as controls), Nat-
PgNVs, Lyo-PgNVs or Pas-PgNVs at a concentration of 5,000 particles per cell. (A)
Gating strategy and representative dot plots obtained in one representative
experiment of NVs internalization assessed after either 30 min, 1 h or 2 h of
incubation using flow cytometry. (B) Quantification of uptake over time, determined
by measuring the mean fluorescence intensity (MFI) and the percentage of cells
showing positive NVs internalization. (C) Representative confocal laser scanning

microscopy images showing NVs uptake in THP-1-XBlue™-CD14cells. Data are shown
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as mean + SEM from 4 independent experiments. One-way ANOVA was performed

as statistical analysis with GraphPad Prism 8, *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

Figure 4. Proteinase K treatment reduces the uptake of Nat-PgNVs but not Lyo-
PgNVs or Pas-PgNVs by THP-1-XBlue™-CD14 macrophages. PgNVs were pretreated
with proteinase (PK) prior to FM™4-64 labelling, and their uptake by THP-1
macrophages was assessed by flow cytometry after 2 h of incubation. (A)
Representative dot plots from a single representative experiment. (B) Quantification
of uptake based on mean fluorescence intensity (MFI). (C) Percentage of
macrophages showing positive NVs internalization. Data are shown as mean + SEM
from 4 independent experiments. One-way ANOVA was performed as statistical

analysis with GraphPad Prism 8, *p < 0.05, ** p < 0.01.

Figure 5. Industrial processing diminishes the anti-inflammatory effect of PgNVs in
LPS-stimulated macrophages. THP-1-XBlue™-CD14 macrophages were treated
either with 2.5, 5 or 10 pg/mL of PgNVs, and the levels of NF-kB were evaluated using
the QUANTI-Blue™ reagent following 24 h of incubation. PBS was used as negative
control for statistical analysis. (A) NF-kB levels in non-activated macrophages, with
LPS (300 ng/mlL) serving as positive control for inflammation. (B) NF-«B levels in pre-
stimulated macrophages with 300 ng/mL of LPS 1 h before adding the corresponding
treatments. Data are shown as the mean + SEM (n= 8). One-way ANOVA was
performed as the statistical analysis with Graph Pad Prism8, *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001.

Figure 6. Industrial processing of PgNVs do not alter the cytoprotective effect in

response to hydrogen peroxide (H202)-induced stress in HepG2, Caco-2 and THP-1-

XBlue™-CD14 cells. HepG2 (A), Caco-2 (B) and THP-1-XBlue™-CD14 (C) cells were
pretreated for 24 h either with either Nat-PgNVs, Lyo-PgNVs, or Pas-PgNVs (5
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ug/mL) before the addition of different concentrations (25—1000 uM) of H202 for 24

h. Data are expressed as the mean + SEM (n= 4). One-way ANOVA was performed

with Graph Pad Prism8, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Figure 7. Industrial processing of PgNVs reduces wound healing in intestinal
epithelial cells. Caco-2 cells were growth until confluence and scratch assays were
performed using a pipette tip. Cells were then treated either with PBS,
dexamethasone (Dexa), Nat-PgNVs, Lyo-PgNVs or Pas-PgNVs (5 pg/mL). (A)
Percentage of wound healing closure quantified 24 h post-injury. (B) Representative
images of the wound healing process under the different treatments. Data are
shown as mean + SEM from 16-28 independent experiments. One-way ANOVA was
performed as statistical analysis with Graph Pad Prism 8, *p < 0.05, ** p < 0.01, ***

p < 0.001, **** p < 0.0001.

Supplementary Figure 1. Untreated or industrial processing of PgNVs do not induce
cytotoxic effects in different human cell lines. HepG2 (A), Caco-2 (B) and THP-1-
XBlue™-CD14 (C) cells were treated for 24 h either with Nat-PgNVs, Lyo-PgNVs, or
Pas-PgNVs, using protein concentrations ranging from 5 to 20 pg/mL. The viability of
the resulting cells was assessed using MTT assays and expressed as the percentage
of transformed MTT compared to untreated controls. Data are expressed as the
mean * SEM (n= 4). One-way ANOVA was performed with Graph Pad Prism8, *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

226



795

796
797
798

799
800
801
802

803
804
805
806

807
808
809

810
811
812
813

814
815
816
817

818

6. References

Adnan, A., Mushtaq, M., & Islam, T. ul. (2018). Fruit Juice Concentrates. En Fruit
Juices: Extraction, Composition, Quality and Analysis (pp. 217-240). Elsevier

Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-802230-6.00012-6

Agcam, E., Akyildiz, A., & Dindar, B. (2018). Thermal Pasteurization and Microbial
Inactivation of Fruit Juices. En Fruit Juices: Extraction, Composition, Quality
and Analysis (pp. 309-339). https://doi.org/10.1016/B978-0-12-802230-
6.00017-5

Ahmadian, S., Jafari, N., Tamadon, A., Ghaffarzadeh, A., Rahbarghazi, R., &
Mahdipour, M. (2024). Different storage and freezing protocols for
extracellular vesicles: a systematic review. Stem Cell Research and Therapy ,

15(1). https://doi.org/10.1186/s13287-024-04005-7

Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W., & Lipman, D. J. (1990). Basic local
alignment search tool. Journal of Molecular Biology, 215(3), 403-410.
https://doi.org/10.1016/50022-2836(05)80360-2

Alzahrani, F. A., Khan, M. |., Kameli, N., Alsahafi, E., & Riza, Y. M. (2023). Plant-
Derived Extracellular Vesicles and Their Exciting Potential as the Future of
Next-Generation Drug Delivery. Biomolecules, 13(5), 1-22.

https://doi.org/10.3390/biom13050839

Ambrosone, A., Barbulova, A., Cappetta, E., Cillo, F., De Palma, M., Ruocco, M., &
Pocsfalvi, G. (2023). Plant Extracellular Vesicles: Current Landscape and
Future Directions. Plants, 12(24), 1-18.
https://doi.org/10.3390/plants12244141

Andreu, Z., & Yafiez-M9, M. (2014). Tetraspanins in extracellular vesicle formation

227



819
820

821
822
823
824

825
826
827

828
829
830
831

832
833
834
835
836

837
838
839

840
841
842

and function. Frontiers in Immunology, 5(442), 1-12.

https://doi.org/10.3389/fimmu.2014.00442

Baldini, N., Torreggiani, E., Roncuzzi, L., Perut, F., Zini, N., & Avnet, S. (2018).
Exosome-like Nanovesicles Isolated from Citrus limon L. Exert Antioxidative
Effect. Current Pharmaceutical Biotechnology, 19(11), 877-885.
https://doi.org/10.2174/1389201019666181017115755

Bar-Ya’akov, I., Tian, L., Amir, R., & Holland, D. (2019). Primary metabolites,
anthocyanins, and hydrolyzable tannins in the pomegranate fruit. Frontiers in

Plant Science, 10(May), 1-19. https://doi.org/10.3389/fpls.2019.00620

Benedetti, G., Zabini, F., Tagliavento, L., Meneguzzo, F., Calderone, V., & Testai, L.
(2023). An Overview of the Health Benefits, Extraction Methods and
Improving the Properties of Pomegranate. Antioxidants, 12(7), 1-29.

https://doi.org/10.3390/antiox12071351

Bruno, S. P., Paolini, A., D’Oria, V., Sarra, A., Sennato, S., Bordi, F., & Masotti, A.
(2021). Extracellular Vesicles Derived From Citrus sinensis Modulate
Inflammatory Genes and Tight Junctions in a Human Model of Intestinal
Epithelium. Frontiers in Nutrition, 8, 1-12.

https://doi.org/10.3389/fnut.2021.778998

Buzas, E. I. (2022). Opportunities and challenges in studying the extracellular
vesicle corona. Nature Cell Biology, 24(9), 1322-1325.
https://doi.org/10.1038/s41556-022-00983-z

Cai, Q,, Qiao, L., Wang, M., He, B., Lin, F. M., Palmquist, J., Huang, S. Da, & Jin, H.
(2018). Plants send small RNAs in extracellular vesicles to fungal pathogen to

silence virulence genes. Science, 360(6393), 1126-1129.

228



843

844
845
846
847

848
849
850
851

852
853
854
855

856
857
858
859

860
861
862
863

864
865
866

https://doi.org/10.1126/science.aar4142

Colella, A. P., Prakash, A., & Miklavcic, J. J. (2023). Homogenization and thermal
processing reduce the concentration of extracellular vesicles in bovine milk.
Food Science and Nutrition, 12(1), 131-140.
https://doi.org/10.1002/fsn3.3749

Cvjetkovic, A., Jang, S. C., Konecn3, B., H66g, J. L., Sihlbom, C., Lasser, C., & Lotvall,
J. (2016). Detailed Analysis of Protein Topology of Extracellular Vesicles-
Evidence of Unconventional Membrane Protein Orientation. Scientific

Reports, 6, 1-12. https://doi.org/10.1038/srep36338

Galindo, F. G., Sjoholm, I., Rasmusson, A. G., Widell, S., & Kaack, K. (2007). Plant
stress physiology: Opportunities and challenges for the food industry. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, 47(8), 749-763.
https://doi.org/10.1080/10408390601062211

Gelibter, S., Marostica, G., Mandelli, A., Siciliani, S., Podini, P., Finardi, A., & Furlan,
R. (2022). The impact of storage on extracellular vesicles: A systematic study.
Journal of Extracellular Vesicles, 11(2), 1-18.

https://doi.org/10.1002/jev2.12162

Guillot, A. J., Jornet-Moll3, E., Landsberg, N., Milian-Guimera, C., Montesinos, M. C.,
Garrigues, T. M., & Melero, A. (2021). Cyanocobalamin ultraflexible lipid
vesicles: Characterization and in vitro evaluation of drug-skin depth profiles.

Pharmaceutics, 13(3), 1-22. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13030418

Jahnke, K., & Staufer, O. (2024). Membranes on the move: The functional role of
the extracellular vesicle membrane for contact-dependent cellular signalling.

Journal of Extracellular Vesicles, 13(4), 1-10.

229



867

868
869
870
871

872
873
874

875
876
877
878

879
880
881
882

883
884
885
886
887

888
889
890

https://doi.org/10.1002/jev2.12436

Jankovicov3, J., SeCova, P., Michalkova, K., & Antalikova, J. (2020). Tetraspanins,
more than markers of extracellular vesicles in reproduction. International
Journal of Molecular Sciences, 21(20), 1-30.
https://doi.org/10.3390/ijms21207568

Jeyaram, A,, & Jay, S. M. (2018). Preservation and Storage Stability of Extracellular
Vesicles for Therapeutic Applications. AAPS Journal, 20(1), 1-7.
https://doi.org/10.1208/s12248-017-0160-y

Kalaycioglu, Z., & Erim, F. B. (2017). Total phenolic contents, antioxidant activities,
and bioactive ingredients of juices from pomegranate cultivars worldwide.
Food Chemistry, 221, 496-507.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.10.084

Kang, H., Hu, Q., Yang, Y., Huang, G., Li, J., Zhao, X., Zhu, L., Su, H., Tang, W., & Wan,
M. (2024). Urolithin A’s Role in Alleviating Severe Acute Pancreatitis via
Endoplasmic Reticulum-Mitochondrial Calcium Channel Modulation. ACS

Nano, 18(21), 13885-13898. https://doi.org/10.1021/acsnano.4c03044

Kleinjan, M., Van Herwijnen, M. J. C., Libregts, S. F. W. M., Van Neerven, R. J.,
Feitsma, A. L., & Wauben, M. H. M. (2021). Regular Industrial Processing of
Bovine Milk Impacts the Integrity and Molecular Composition of Extracellular
Vesicles. Journal of Nutrition, 151(6), 1416-1425.
https://doi.org/10.1093/jn/nxab031

Leng, Y., Yang, L., Zhu, H,, Li, D., Pan, S., & Yuan, F. (2023). Stability of Blueberry
Extracellular Vesicles and Their Gene Regulation Effects in Intestinal Caco-2

Cells. Biomolecules, 13(9), 1-14. https://doi.org/10.3390/biom13091412

230



891
892
893
894

895
896
897

898
899
900
901

902
903
904
905
906
907

908
909
910
911

912
913
914

Li, S., Ye, Z,, Zhao, L., Yao, Y., & Zhou, Z. (2023). Evaluation of Antioxidant Activity
and Drug Delivery Potential of Cell-Derived Extracellular Vesicles from Citrus
reticulata Blanco cv. ‘Dahongpao’. Antioxidants, 12(9).

https://doi.org/10.3390/antiox12091706

Liu, Y. J., & Wang, C. (2023). A review of the regulatory mechanisms of extracellular
vesicles-mediated intercellular communication. Cell Communication and

Signaling, 21(1), 1-12. https://doi.org/10.1186/s12964-023-01103-6

Lo, K. J., Wang, M. H,, Ho, C. T., & Pan, M. H. (2024). Plant-Derived Extracellular
Vesicles: A New Revolutionization of Modern Healthy Diets and Biomedical
Applications. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 72(6), 2853-2878.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.3c06867

Lépez de las Hazas, M. C., Tomé-Carneiro, J., del Pozo-Acebo, L., del Saz-Lara, A.,
Chapado, L. A., Balaguer, L., Rojo, E., Espin, J. C., Crespo, C., Moreno, D. A,,
Garcia-Viguera, C., Ordovas, J. M., Visioli, F., & Davalos, A. (2023). Therapeutic
potential of plant-derived extracellular vesicles as nanocarriers for exogenous
miRNAs. Pharmacological Research, 198, 1-16.
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2023.106999

Martinez-Navarrete, N., Camacho, M. M., Agudelo, C., & Salvador, A. (2019).
Sensory characterization of juice obtained via rehydration of freeze-dried and
spray-dried grapefruit. Journal of the Science of Food and Agriculture, 99(1),
244-252. https://doi.org/10.1002/jsfa.9166

Moradnia, M., Mohammadkhani, N., Azizi, B., Mohammadi, M., Ebrahimpour, S.,
Tabatabaei-Malazy, O., Mirsadeghi, S., & Ale-Ebrahim, M. (2024). The power

of Punica granatum: A natural remedy for oxidative stress and inflammation;

231



915
916

917
918
919

920
921
922
923

924
925
926
927

928
929
930

931
932
933
934
935

936
937

938

a narrative review. Journal of Ethnopharmacology, 330, 1-17.

https://doi.org/10.1016/j.jep.2024.118243

Mulcahy, L. A,, Pink, R. C., & Carter, D. R. F. (2014). Routes and mechanisms of
extracellular vesicle uptake. Journal of Extracellular Vesicles, 3(1), 1-14.

https://doi.org/10.3402/jev.v3.24641

Pantiora, P. D., Balaouras, A. I., Mina, |. K., Freris, C. |., Pappas, A. C., Danezis, G. P.,
Zoidis, E., & Georgiou, C. A. (2023). The Therapeutic Alliance between
Pomegranate and Health Emphasizing on Anticancer Properties. Antioxidants,

12(1), 1-27. https://doi.org/10.3390/antiox12010187

Petruzzi, L., Campaniello, D., Speranza, B., Corbo, M. R., Sinigaglia, M., &
Bevilacqua, A. (2017). Thermal Treatments for Fruit and Vegetable Juices and
Beverages: A Literature Overview. Comprehensive Reviews in Food Science

and Food Safety, 16(4), 668-691. https://doi.org/10.1111/1541-4337.12270

Pinedo, M., de la Canal, L., & de Marcos Lousa, C. (2021). A call for Rigor and
standardization in plant extracellular vesicle research. Journal of Extracellular

Vesicles, 10(6), 1-8. https://doi.org/10.1002/jev2.12048

Pocsfalvi, G., Turidk, L., Ambrosone, A., del Gaudio, P., Puska, G., Fiume, I.,
Silvestre, T., & Vékey, K. (2018). Protein biocargo of citrus fruit-derived
vesicles reveals heterogeneous transport and extracellular vesicle
populations. Journal of Plant Physiology, 229(July), 111-121.
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2018.07.006

Prosapio, V., & Lopez-Quiroga, E. (2020). Freeze-Drying technology in foods. Foods,
9(7), 3-5. https://doi.org/10.3390/foods9070920

Putnik, P., Kresoja, Z., Bosiljkov, T., ReZek Jambrak, A., Barba, F. J., Lorenzo, J. M.,

232



939
940
941
942

943
944
945
946
947
948

949
950

951
952
953
954
955

956
957
958
959

960
961
962

Roohinejad, S., Granato, D., Zuntar, |., & Bursaé Kovacevi¢, D. (2019).
Comparing the effects of thermal and non-thermal technologies on
pomegranate juice quality: A review. Food Chemistry, 279(July 2018), 150-
161. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.11.131

Raimondo, S., Urzi, O., Meraviglia, S., Di Simone, M., Corsale, A. M., Rabienezhad

Ganiji, N., Palumbo Piccionello, A., Polito, G., Lo Presti, E., Dieli, F., Conigliaro,
A., & Alessandro, R. (2022). Anti-inflammatory properties of lemon-derived
extracellular vesicles are achieved through the inhibition of ERK/NF-«kB
signalling pathways. Journal of Cellular and Molecular Medicine, 26(15), 4195-
4209. https://doi.org/10.1111/jcmm.17404

Rutter, B. D., & Innes, R. W. (2017). Extracellular Vesicles Isolated from the Leaf

Apoplast Carry Stress-Response Proteins. Plant Physiology, 173, 728-741.

Sanchez-Lépez, C. M., Gonzalez-Arce, A., Ramirez-Toledo, V., Bernal, D., & Marcilla,

A. (2024). Unraveling new players in helminth pathology: extracellular vesicles
from Fasciola hepatica and Dicrocoelium dendriticum exert different effects
on hepatic stellate cells and hepatocytes. International Journal for

Parasitology, 54(12), 617-634. https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2024.06.002

Sanchez-Lépez, C. M., Manzaneque-Ldpez, M. C., Pérez-Bermudez, P., Soler, C., &

Marcilla, A. (2022). Characterization and bioactivity of extracellular vesicles
isolated from pomegranate. Food and Function, 13(24), 12870-12882.
https://doi.org/10.1039/d2fo01806c¢

Sanchez-Lépez, C. M., Soler, C., Garzo, E., Fereres, A., Pérez-Bermudez, P., &

Marcilla, A. (2024). Phloem sap from melon plants contains extracellular

vesicles that carry active proteasomes which increase in response to aphid

233



963
964

965
966
967
968

969
970
971
972
973

974
975
976
977

978
979

980
981
982
983

984
985
986

infestation. Journal of extracellular vesicles, 13(10), e12517.

https://doi.org/10.1002/jev2.12517

Sanchez-Lépez, C., Manzaneque Lépez, M. C., Pérez-Bermudez, P., Soler, C., &
Marcilla, A. (2022). Characterization and bioactivity of extracellular vesicles
isolated from pomegranate. Food & Function, 12870-12882.
https://doi.org/10.1039/d2fo01806c¢

Santangelo, C., Binetti, E., Azman, S. N. A., Bondi, D., Brunetti, V., Farina, M.,
Purcaro, C., Marramiero, L., Di Raimo, R., Pietrangelo, G., Di Filippo, E. S., &
Pietrangelo, T. (2024). Biophysical features of plant-derived nanovesicles:
Focus on almonds. Journal of Food Composition and Analysis, 134, 106494,

https://doi.org/10.1016/j.jfca.2024.106494

Sarbatly, R., Sariau, J., & Krishnaiah, D. (2023). Recent Developments of Membrane
Technology in the Clarification and Concentration of Fruit Juices. Food
Engineering Reviews, 15(3), 420-437. https://doi.org/10.1007/s12393-023-
09346-2

Schneider, C. A., Rasband, W. S., & Eliceiri, K. W. (2012). NIH Image to Imagel: 25
years of Image Analysis HHS Public Access. Nat Methods, 9(7), 671-675.

Shofian, N. M., Hamid, A. A., Osman, A., Saari, N., Anwar, F., Dek, M. S. P., &
Hairuddin, M. R. (2011). Effect of freeze-drying on the antioxidant compounds
and antioxidant activity of selected tropical fruits. International Journal of

Molecular Sciences, 12(7), 4678-4692. https://doi.org/10.3390/ijms12074678

Sidhom, K., Obi, P. O., & Saleem, A. (2020). A review of exosomal isolation
methods: Is size exclusion chromatography the best option? International

Journal of Molecular Sciences, 21(18), 1-19.

234



987

988
989
990
991

992
993
994
995

996
997
998
999

1000
1001
1002
1003
1004
1005

1006
1007
1008
1009

1010

https://doi.org/10.3390/ijms21186466

Silvan, J. M., Ciechanowska, A. M., & Martinez-Rodriguez, A. J. (2020). Modulation
of antibacterial, antioxidant, and anti-inflammatory properties by drying of
Prunus domestica L. plum juice extracts. Microorganisms, 8(1), 1-13.

https://doi.org/10.3390/microorganisms8010119

Song, H., Canup, B.S. B., Ngo, V. L., Denning, T. L., Garg, P., & Laroui, H. (2020).
Internalization of garlic-derived nanovesicles on liver cells is triggered by
interaction with CD98. ACS Omega, 5(36), 23118-23128.
https://doi.org/10.1021/acsomega.0c02893

Sreekumar, A., Simmons, M. N., Lee, T. J., Sharma, A., & Saini, S. (2023).
Therapeutic potential of pomegranate juice-derived nanovesicles in nude
mouse benign prostatic hyperplasia (BPH) xenograft model. Scientific Reports,

13(1), 1-11. https://doi.org/10.1038/s41598-023-39511-w

Szklarczyk, D., Kirsch, R., Koutrouli, M., Nastou, K., Mehryary, F., Hachilif, R., Gable,
A. L., Fang, T., Doncheva, N. T., Pyysalo, S., Bork, P., Jensen, L. J., & Von
Mering, C. (2023). The STRING database in 2023: protein-protein association
networks and functional enrichment analyses for any sequenced genome of
interest. Nucleic Acids Research, 51(1 D), D638-D646.
https://doi.org/10.1093/nar/gkac1000

Turner, N. P., Abeysinghe, P., Sadowski, P., & Mitchell, M. D. (2023). Omics Analysis
of Extracellular Vesicles Recovered from Infant Formula Products and Milk:
Towards Personalized Infant Nutrition. Molecular Nutrition and Food

Research, 67(19), 1-15. https://doi.org/10.1002/mnfr.202300404

Urzi, 0., Cafora, M., Ganji, N. R., Tinnirello, V., Gasparro, R., Raccosta, S., Manno,

235



1011
1012
1013
1014

1015
1016
1017
1018
1019

1020
1021
1022
1023

1024
1025
1026
1027
1028

1029
1030
1031

1032
1033

1034

M., Corsale, A. M., Conigliaro, A., Pistocchi, A., Raimondo, S., & Alessandro, R.
(2023). Lemon-derived nanovesicles achieve antioxidant and anti-
inflammatory effects activating the AhR/Nrf2 signaling pathway. iScience,

26(7), 1-21. https://doi.org/10.1016/].isci.2023.107041

Uscanga, M. A,, Salvador, A., Camacho, M. del M., & Martinez-Navarrete, N. (2021).
Impact of freeze-drying shelf temperature on the bioactive compounds,
physical properties and sensory evaluation of a product based on orange
juice. International Journal of Food Science and Technology, 56(10), 5409-
5416. https://doi.org/10.1111/ijfs.15086

Vegara, S., Mena, P., Marti, N., Saura, D., & Valero, M. (2013). Approaches to
understanding the contribution of anthocyanins to the antioxidant capacity of
pasteurized pomegranate juices. Food Chemistry, 141(3), 1630-1636.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.05.015

Wang, B., Zhuang, X., Deng, Z. Bin, Jiang, H., Mu, J., Wang, Q., Xiang, X., Guo, H.,
Zhang, L., Dryden, G., Yan, J., Miller, D., & Zhang, H. G. (2014). Targeted drug
delivery to intestinal macrophages by bioactive nanovesicles released from
grapefruit. Molecular Therapy, 22(3), 522-534.
https://doi.org/10.1038/mt.2013.190

Wang, Y., Wang, J., Ma, J., Zhou, Y., & Lu, R. (2022). Focusing on Future Applications
and Current Challenges of Plant Derived Extracellular Vesicles.

Pharmaceuticals, 15(6). https://doi.org/10.3390/ph15060708

Webber, J., & Clayton, A. (2013). How pure are your vesicles? Journal of
Extracellular Vesicles, 2(1), 1-6. https://doi.org/10.3402/jev.v2i0.19861

Welsh, J. A., Buzas, E. I., Blenkiron, C., Driscoll, L. O., Cai, H., Bussolati, B., Vizio, D.

236



1035
1036
1037
1038
1039

1040
1041
1042
1043
1044
1045

1046
1047
1048
1049
1050

1051
1052
1053
1054

1055
1056
1057
1058

Di, Driedonks, T. A. P., Erdbriigger, U., Fu, Q., Hill, A. F., Lenassi, M., Moller, A,
Sahoo, S., Abuelreich, S., Brucale, M., Hanser, E., lvanov, A. R., Bridges, E. M.,
... Vallg, F. (2024). Minimal information for studies of extracellular vesicles
(MISEV 2023 ): From basic to advanced approaches. Journal of Extracellular

Vesicles, 13. https://doi.org/10.1002/jev2.12404

Wolf, M., Poupardin, R. W., Ebner-Peking, P., Andrade, A. C., Blochl, C., Obermayer,
A., Gomes, F. G., Vari, B., Maeding, N., Eminger, E., Binder, H. M., Raninger, A.
M., Hochmann, S., Brachtl, G., Spittler, A., Heuser, T., Ofir, R., Huber, C. G,,
Aberman, Z., ... Strunk, D. (2022). A functional corona around extracellular
vesicles enhances angiogenesis, skin regeneration and immunomodulation.

Journal of Extracellular Vesicles, 11(4). https://doi.org/10.1002/jev2.12207

Wongkaewkhiaw, S., Wongrakpanich, A., Krobthong, S., Saengsawang, W.,
Chairoungdua, A., & Boonmuen, N. (2022). Induction of apoptosis in human
colorectal cancer cells by nanovesicles from fingerroot (Boesenbergia rotunda
(L.) Mansf.). PLoS ONE, 17(4 April), 1-19.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0266044

Zhang, M., Xiao, B., Wang, H., Han, M. K., Zhang, Z., Viennaois, E., Xu, C., & Merlin, D.
(2016). Edible ginger-derived nano-lipids loaded with doxorubicin as a novel
drug-delivery approach for colon cancer therapy. Molecular Therapy, 24(10),
1783-1796. https://doi.org/10.1038/mt.2016.159

Zhou, H., Duan, H., Liu, Y., Sun, X., Zhao, J., & Lin, H. (2019). Patellin protein family
functions in plant development and stress response. Journal of Plant
Physiology, 234-235(January), 94-97.
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2019.01.012

237



1059

238



239



7.4. Anexo 4. Lista de las proteinas significativamente

expresadas de forma diferencial en Nat-GraNVs, Lio-
GralNVsy Pas-GraNVs

Tabla suplementaria S2.

Nat- Peak Name Protein names t-value p- Mean Mean Fold
GraN value Nat- all Change
Vs GraNVs others Nat-

GraNVs
/ all
others
tr|A0A6P8CP12|A0A6P8CP12 Patellin-3-like 4,517778 0,016 10062,48 3326,880 3,024600
_PUNGR 521 06 504 552 638
tr|AoA2I0I5P8|AoA2I0I5P8_P CASP-like protein 3,728178 0,034 45401,25 13772,341 3,296552
UNGR 829 13 199 81 802
tr|A0A218VV18|A0A218VV18_ Fasciclin-like 3,488794 0,021 19015,10 9944,644 1,9120951
PUNGR arabinogalactan 729 93 69 912 09
protein 9
tr|A0A218XAV9|A0A218XAVg H(+)-exporting 2,022302 0,029 116101,88 65574,181 1,7705425
_PUNGR diphosphatase (EC 576 42 15 85 86
7.1.3.1)
tr|AoA2I0K2Z7|AoA210K2Z7 Prosaposin 2,610919 0,069 177891,25 83994,23 2,1178983
PUNGR 472 53 36 723 16
tr|A0A218VZ43|A0A218VZ43_ Tetraspanin-8-like 2,523450 0,059 67292,93 30697,95 2,192098
PUNGR 682 22 822 227 601
tr|A0A2I0K2C8|A0A2I0K2C8 Annexin 2,295238 0,064 169042,4 115863,74  1,4589761
_PUNGR 484 35 391 53 33
tr|A0A218WUR8|A0A218WUR  Tetrahydrofolate 2,195432 0,114 25525,86 13163,352 1,9391613
8_PUNGR dehydrogenase/cycloh 833 44 361 29 21
ydrolase catalytic
2 domain-containing
= protein
'?o tr|A0A218XNI7|A0A218XNI7__ non-specific 2,011298 0,166 60372,91 21248,03 2,841340
& PUNGR serine/threonine 545 33 329 808 602
B protein kinase (EC
=) 2.7.11.1)
tr|A0A6P8CMR2|A0A6P8CMR  ADP-ribosylation 1,815844 0,116 17175,40 10454,63 1,642850
2_PUNGR factor-like protein 8a 215 24 851 988 324
tr|A0A218X2Z0|A0A218X2Z0 NDR1/HIN1-like 1,672880 0,225 29803,14 11057,811 2,6052114
_PUNGR protein 10 48 22 001 34 75
tr|A0A6P8D4F3|A0A6P8D4F3 Enolase-phosphatase 1,669824 0,190 152324,1 101608,3 1,4991297
_PUNGR E1isoform X1 006 65 319 687 85
tr|A0A218WTZ5|A0A218WTZ5 Hypersensitive- 1,645829 0,144 151675,32 114831,89 1,320846
_PUNGR induced response 946 45 71 89 633
protein 1
tr|A0A218X752|A0A218X752 Ubiquitin-NEDD8-like 1,610498 0,154 1652846, 1163575,2 1,420489
PUNGR protein RUB2 34 33 976 44 981
tr|A0A218XIM6|A0A218XIM6 Aquaporin PIP2-7 1,586652 0,244 113334,3 41563,89 2,726749
_PUNGR 006 72 374 703 547
tr|AoA2IoIFg7|AoA2I0IF97_P ADP-ribosylation 1,5151084 0,177 99322,20 74720,81 1,3292441
UNGR factor 22 03 675 602 39
tr|A0A218X494|A0A218X494 Elongation factor 1- 1,472532 0,184 45442,63 33198,30 1,368823
PUNGR gamma-like 443 76 335 422 933
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Nat- Peak Name Protein t-value p- Mean Mean all Fold
GraN names value Nat- others Change
Vs GraNVs Nat-
GraNVs/
all others
tr|A0A218W347|A0A218W347_P Non-specific 1,3260395 0,280 119621,02 48198,365 2,4818482
UNGR lipid-transfer 16 65 81 2 45
protein
tr|A0A210JT73|A0A210JT73_PU Lipid 1,2302197 0,338 247730,65 126863,44 1,9527347
NGR transfer-like 84 06 27 56 02
protein VAS
tr| A0OA6P8CQE7|A0A6PSCQE7_P Vacuolar- 1,1672376 0,3416 1113758,11 602332,07 1,8490765
UNGR sorting 3 3 68 42
protein BRO1
tr|ACA6P8DP68|A0A6P8DP68_P Proactivator 1,1059555 0,338 57069,531 38506,7111 1,4820671
UNGR polypeptide- 24 92 03 3 34
like 1
tr|A0A218WZ93|A0A218WZ93_P Sucrose 1,0936679 0,3153 65947,729 54843,607 1,2024688
UNGR synthase (EC 15 2 88 87 46
2.4.1.13)
tr|A0A218WG85|A0A218WGS85_ Monocopper 1,0926654 0,3107 156939,92 121338,241 1,2934086
PUNGR oxidase-like 17 3 62 15
protein SKU5
tr|A0A218X7W1|A0A218X7W1_P Tr-type G 1,0846520 0,3750 143397,02 93740,367 1,5297254
UNGR domain- 57 8 73 28 69
containing
protein
tr|A0A6P8D3A0|A0A6P8D3A0_P COP1- 0,9783319 0,405 143199,33 109425,00 1,3086527
UNGR interactive 76 91 49 3 84
protein 1-like
'g tr|A0A218WED1|A0A218WED1_ Monosacchari 0,8981726 0,406 77403,225 68074,443 1,1370379
H PUNGR de-sensing 15 2 44 06 54
'Eo protein 2-like
b3} tr|A0A218W7C4|A0A218W7C4_P alanine 0,8665682 0,4718 24883,134 14984,889 1,6605484
2 UNGR transaminase 47 4 99 64 32
=] (EC 2.6.1.2)
tr|A0A218WG84|A0A218WG84_ 17.8 kDa class 0,8069197 0,4763 37105,624 25257,906 1,4690696
PUNGR T heat shock 81 2 39 61 64
protein-like
tr|A0A210IGD4|A0A210IGD4_PU  Neurofilamen 0,7960765 0,499 13359,291 9445,5548 1,4143469
NGR t heavy 67 81 47 92 2
polypeptide-
like
tr|A0A218XIR3|A0A218XIR3_PU Guanosine 0,7770462 0,4778 61798,696 49562,267 1,2468900
NGR nucleotide 14 2 97 83 17
diphosphate
dissociation
inhibitor
tr|A0A218WFS2|A0A218WFS2_P Barwin-like 0,7630960 0,5138 5807,6279 3106,5442 1,8694817
UNGR 81 6 19 79 77
tr|A0A2101SS2|A0A2101SS2_PU Vesicle- 0,7547879 0,5151 6716,2439 4333,2379 1,5499365
NGR associated 92 61 29 76
membrane
protein 714
tr|A0A218W9oU0|A0A218W9Uo__ phosphopyruv 0,7490346 0,509 479377,18 375527,46 1,2765436
PUNGR ate hydratase 2 81 4 55 03
(EC 4.2.1.11)
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tr|A0A2I0KPL9|A0A2I0KPLg_P Vacuolar protein 0,7116947 0,503 35750,687  30654,99 1,1662270
UNGR sorting-associated 71 57 16 609 99
protein 32
homolog 2-like
tr|A0A218XU13|A0A218XU13_P Tobamovirus 0,7087124 0,547 357509,32 172252,99 2,075489
UNGR multiplication 57 94 37 788
protein 2A
tr|AoA2IoJ145|AoA2I0J145_PU Glycosyltransfera 0,667605 0,541 71581,239 57911,257 1,236050
NGR se (EC 2.4.1.-) 985 23 64 42 516
tr|A0A6P8DWU5|A0A6PSDWU Inhibitor of 0,646599 0,553 37243,317 32863,391  1,1332767
5. PUNGR trypsin and 457 15 94 3 7
hageman factor-
like isoform X1
tr|AoA2lollo7|AoA2Iollo7_PU Vacuolar protein 0,6415532 0,576 51234,498 40346,53 1,2698613
NGR sorting-associated 76 04 o8 074 03
protein 28
homolog
tr|AoA2IoHZM8|AoA2I0HZM8 Spidroin-2-like 0,6160973 0,559 232092,34 19640,09 1,1859587
_PUNGR 82 66 284 607 02
tr|A0A218VTL2|A0A218VTL2_P 17.3 kDa class IT 0,585494 0,593 32318,248 24905,72 1,2976233
UNGR heat shock 84 93 17 37 32
protein-like
g tr|AoA2IoK2K1|AoA2I0K2K1_P protein-disulfide 0,5577510 0,629 1253422,4 601890,8 2,082474
= UNGR reductase (EC 66 54 86 565 708
'Eo 1.8.1.8)
b3} tr|AOA6PS8EEI8|AOA6PS8EEI8_P Calcineurin B-like 0,542499 0,605 38615,034 35857,83 1,076892
B UNGR protein 451 76 84 641 493
=) tr|A0A218VY32|A0A218VY32_P ADP-ribosylation 0,535549 0,614 12419,279 9789,656 1,2686124
UNGR factor-like protein 225 85 71 448 15
8a
tr|AOA6P8BNG2|A0A6P8BNG2 Heat shock 0,5346151 0,613 409008,7 379224,8 1,0785387
_PUNGR cognate 70 kDa 74 85 368 863 55
protein 2
tr|A0A218XRA5|A0A218XRA5 Uncharacterized 0,525965 0,615 55359,542 50382,28 1,098789
PUNGR protein 408 93 52 54 824
tr|A0A218W5S4|A0A218W5S4_ Water stress and 0,499443 0,634 126592,71 115236,13 1,098550
PUNGR hypersensitive 673 66 35 9 46
response domain-
containing
protein
tr|A0A218X2E4|A0A218X2E4_P monodehydroasco 0,462903 0,684 89276,514 74903,26 1,1918908
UNGR rbate reductase 899 41 15 286 57
(NADH) (EC
1.6.5.4)
tr|A0A6P8DJH5|A0A6P8DJH5_ UTP--glucose-1- 0,4396851 0,673 129096,87 119862,99 1,0770369
PUNGR phosphate 54 43 14 57 17
uridylyltransferas
e (EC2.7.7.9)
tr|A0A218WZE7|A0A218WZE7_ Phospholipase D 0,4293241 0,692 611117,77 519801,32 1,1756756
PUNGR (EC3.1.4.4) 1 5 1 77
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tr|AOA6P8DSX8|A0A6P8DSXS8_ L-ascorbate 0,4227584 0,685 99588,167 91320,772 1,0905313
PUNGR peroxidase 35 84 16 87 66
(EC 1.11.1.11)
tr|A0A6P8D5R9|AOA6P8D5R9_ IST1-like 0,4070809 0,7061 12603,787 11220,885 1,1232435
PUNGR protein 07 1 02 14 64
tr|A0A218X9K8|A0A218X9K8_P Phosphoglyce 0,3635857 0,7379 426345,00 385158,09 1,1069350
UNGR rate kinase 04 3 66 36 84
(EC2.7.2.3)
tr|A0A6P8DUEG6|A0A6PS8DUE6_ Plasma 0,3607339 0,7296 1985043,1 1875987,7 1,0581322
PUNGR membrane 73 3 83 57 69
ATPase (EC
7.1.2.1)
tr|A0A2I0K3T5|A0A2I0K3T5_P Ras-related 0,3451532 0,745 50872,011 47595,693 1,0688364
UNGR protein Raby 86 64 2 48
tr|A0A218WXP3|A0A218WXP3_ Copper 0,3153085 0,7638  24315,066 22655,613 1,0732468
PUNGR transport 34 45 77 65
protein
tr|A0A218XRK9|A0A218XRKg_P Tr-type G 0,3069738 0,7782 360661,81 334189,33 1,0792140
UNGR domain- 2 6 06 44 o7
containing
protein
tr|A0A6P8BS00|A0A6P8BS00_P Ras-related 0,3004224 0,7768 109512,05 101931,713 1,0743668
UNGR protein 84 2 02 8 1
RABE1a-like
tr|AoA2IoJo81|AoA2IoJo81_PU Vesicle 0,2985881 0,780 92251,579 84245,296 1,0950353
NGR transport v- 85 02 5 77 67
SNARE 13-
- like
2 tr|A0A6P8D916|A0A6P8D916_P Glutamate 0,2248095 0,8337  207596,48 196826,49 1,0547181
= UNGR decarboxylase 82 2 85 81 93
-3 (EC 4.1.1.15)
e tr|A0A6P8C8C8|A0A6P8C8C8_P 14-3-3-like 0,2010542 0,8576 51239,686 44309,904 1,15639351
s UNGR protein D 4 1 28 8
tr|A0A218XPJ6|A0A218XPJ6_P MLP-like 0,1948398 0,856 457973,08 437443,45 1,0469309
UNGR protein 328 61 22 42 2 4
tr|K4JX08|K4JX08_PUNGR Selenium- 0,1940572 0,852 4542,4675 4260,4774 1,0661874
binding 96 35 48 22 48
protein
tr|A0A218VVR2|A0A218VVR2_P Tobamovirus 0,1873446 0,864 131704,57 120808,68 1,0901912
UNGR multiplication 65 23 24 78 33
protein 2A-
like
tr|A0A218X958| A0A218X958_P Protein 0,1772941 0,872 827101,29 777417,362 1,0639089
UNGR SSUH2 63 08 82 3 61
homolog
isoform X2
tr|A0A218VWS1|A0A218VWS1_P 14-3-3-like 0,1463816 0,888 73928,789 71107,7272 1,0396730
UNGR protein A 92 9 65 5 78
tr|AoA2Iol9F5|A0A2I0I9F5_PU Alpha-soluble 0,1320905 0,898 98058,275 95138,451 1,0306902
NGR NSF 85 76 31 95 55
attachment
protein 2
tr|A0A218VZ38|A0A218VZ38_P Hypersensitiv 0,1250811 0,906 89884,175 86731,902 1,0363450
UNGR e-induced 93 25 16 31 21
reaction 1
protein-like
tr|A0oA2I0LFF4|AoA2I0LFF4_PU Eukaryotic 0,0941280 0,928 27026,013 26425,924 1,0227083
NGR translation 76 2 69 54 5
initiation
factor 5A
(eIF-5A)
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tr|A0A218XID6|A0A218XID6_P Glutamine 0,0669858 0,9505  68385,432 67176,588 1,01799501
UNGR synthetase 64 3 68 96 5
(EC6.3.1.2)
tr|A0A6P8DEZ1|A0A6P8DEZ1_P Syntaxin-22- 0,0577900 0,9572 253238,67 245723,89 1,0305822
UNGR like 83 89 31 35
tr|A0A218WA16|A0A218WA16_P V-type 0,0356834 0,9728 13817,788 13646,562 1,0125472
b UNGR proton 35 7 97 44 28
® ATPase
'Ein catalytic
b3} subunit A
;’1 (EC7.1.2.2)
=] (V-ATPase
69 kDa
subunit)
(Vacuolar
proton pump
subunit
alpha)
tr|A0A218WJo03|A0A218WJo3_P Temperature - 0,9939 194735,39 195542,32 0,9958733
UNGR -induced 0,0083898 1 47 62 66
lipocalin-1- 28
like isoform
X1
tr|A0A218W0Z6|A0A218WO0Z6__ GTP-binding - 0,9725 63737,672 64319,710 0,9909508
PUNGR nuclear 0,0367908 3 78 41 67
protein 61
tr|A0A218W532|A0A218W532_P NADP- - 0,9567  25609,817 25880,241 0,9895509
UNGR dependent 0,0561636 8 36 82 3
oxidoreducta 23
se domain-
containing
protein
tr|A0A2I0JGV8|A0A2I0JGV8_P Phosphoprot - 0,926 558548,14 569142,03 0,9813862
UNGR ein ECPP44 0,0952622 82 24 2 11
02
tr|A0A218X5B3|A0A218X5B3_P Protein - 0,920 34088,424 34951,639 0,9753025
UNGR SRC2 0,1050207 3 61 31 98
47
E tr|A0A218XUB1|A0A218XUB1_P Major - 0,9193 121118,599 123647,24 0,9795495
® UNGR allergen Pru 0,10572754 2 48 19
?a ar 1-like 3
) tr|A0A2I0HSF9|AoA2I0HSFg_P Ras-related - 0,9076  103984,84 106921,84 0,9725313
- .
g UNGR protein Raby 0,12140527 2 19 26 31
1
5 tr|A0A218X926|A0A218X926_P Thioredoxin - 0,896 23411,7749 24503,107 0,9554614
UNGR Hi 0,13856123 23 2 36 68
2
tr|AOA6P8D9F5|A0A6P8D9F5_P 2-alkenal - 0,892 26757,590 27801,047 0,9624669
UNGR reductase 0,1419823 48 4 77 77
(NADP(+)- 69
dependent)-
like
tr|A0A218Y211|A0A218Y2I1_PU Probable - 0,882 30130,929 31228,980 0,9648387
NGR cinnamyl 0,1548030 36 o8 26
alcohol 41
dehydrogena
se9
tr|A0A218XSW9|A0A218XSW9g__ Major - 0,846 955449,68 987772,83 0,9672767
PUNGR allergen Pru 0,2013237 69 88 24 44
ar 1-like 96
tr|A0A218WES2|A0A218WES2_P  Major - 0,843 915846,74 044043,85 0,9701315
UNGR strawberry 0,2066192 43 o1 06 67
allergen Fra 94
a1.06-like
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tr|A0A6P8C3Z6|A0A6P8C3Z6__ Sodium/calcium - 0,835 72330,85 76055,46 0,951027
PUNGR exchanger NCL-like 0,2225137 43 023 745 621
79
tr|A0A218VR31|A0A218VR31_ Superoxide - 0,826 207473,7 219679,9 0,944436
PUNGR dismutase [Cu-Zn] 0,236828 2 204 792 221
(EC 1.15.1.1) 895
tr|A0A6P8DUZ4|A0A6P8DUZ4 Superoxide - 0,827 67618,322  72773,44 0,929162
dismutase [Cu-Zn] 0,237739 48 03 574 022
(EC 1.15.1.1) 002
tr|A0A218VWB8|A0A218VWB8 CSCi-like protein - 0,8117 39504,27 43546,04 0,907183
_PUNGR HYP1 0,2523767 03 135 962
77
tr|A0A218XNM4|A0A218XNM4  Aminopeptidase - 0,8 12090,129 13258,25 0,9118947
_PUNGR (EC 3.4.11.-) 0,270347 36 o7 61
606
tr|A0A218WL67|A0A218WL67_  EF-hand domain- - 0,783 128404,2 140345,8 0,9149126
PUNGR containing protein 0,288068 9 302 917 4
63
tr|A0A6P8BXCo|A0A6P8BXCo Elongation factor - 0,749 37736,26 43614,21 0,865228
_PUNGR Tu 0,340003 68 072 87 401
013
tr|A0A218XLU8|A0A218XLU8 Ras-related protein - 0,741 91638,65 97971,215 0,935363
_PUNGR RABB1c 0,343780 9 382 57 038
988
= tr|A0A218WAQ97|A0A218WAQ97 Adenosine kinase - 0,738 242281,8 258445,6 0,937457
S _PUNGR (AK) (EC 2.7.1.20) 0,348060 04 404 88 468
o (Adenosine 5'- 071
% phosphotransferase
-
§ tr|A0A218VUH2|A0A218VUH2 Fructose- - 0,736 368700,4 399434,4 0,923056
5 _PUNGR bisphosphate 0,356472 833 614 268
aldolase (EC 28
4.1.2.13)
tr|A0A218WS48|A0A218WS48 Phenylcoumaran - 0,728 1475220, 1589181,1 0,928289
_PUNGR benzylic ether 0,368083 63 896 2 971
reductase Betv6- 393
like
tr|A0A6PS8EDC1|A0A6PS8EDC1 Serine - 0,7154 14504,972 16493,99 0,879409
_PUNGR hydroxymethyltran 0,386060 97 358 398
sferase (EC 2.1.2.1) 851
tr|AOA6PS8EKS3|A0A6PS8EKS3_  Syntaxin-52-like - 0,708 191289,89 209790,5 0,9118138
PUNGR isoform X1 0,3920112 04 88 123 7
84
tr|/A0A218XM98|A0A218XM98 Heat shock cognate - 0,639 106968,2 117351,03 0,9115237
PUNGR protein 80 0,497272 53 639 79 99
037
tr|AOA6P8CNM7|A0A6P8CNM Profilin - 0,630 75636,744  81186,28 0,931644
7_PUNGR 0,507594 07 7 556 356
531
tr|A0A218WJZ8|A0A218WJZ8 MLP-like protein - 0,562 45928,05 52502,18 0,874783
_PUNGR 328 isoform X2 0,608503 99 614 211 757
435
tr|A0A2I0KSF6|A0A210KSF6_ GRAM domain- - 0,574 42371,787 55616,661 0,7618542
PUNGR containing protein 0,6405011 88 99 17 2
6
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tr|A0A218WC75|A0A218WCy Malate dehydrogenase (EC - 0,3847 225244 270372,3 0,833091
5_PUNGR 1.1.1.37) 0,941467 5 ,0882 486 806
101
tr|A0A218W2A1|A0A218W2A Cinnamoyl-CoA reductase - 0,3732 16256,1 20715,62 0,784729
1_PUNGR 1-like 1,015202 8 5834 388 364
804
tr|A0A1Z1GAP2|A0A1Z1GAP2 Large ribosomal subunit - 0,3056 10332, 17058,34 0,60573
_PUNGR protein uL14c 1,108326 6 89874 336 87
228
tr|A0A218WGE5|A0A218WG Uncharacterized protein - 0,2622 13320, 18018,47 0,739265
E5_PUNGR LOC116196468 1,245915 43332 461 316
223
tr|AoA210KL23|A0A210KL23 5- - 0,2489 114703, 154443,4 0,742692
_PUNGR methyltetrahydropteroyltr 1,341044 9 9449 026 423
iglutamate--homocysteine 442
S-methyltransferase (EC
2.1.1.14)
= tr| AOA6P8E027|A0A6PS8E02 aldehyde dehydrogenase - 0,2542 37391,1 48296,84 0,774195
% 7_PUNGR (NAD(+)) (EC 1.2.1.3) 1,356018 8 9121 578 304
= 04
Eo tr|A0A218WNT9|A0A218WN Glyceraldehyde-3- - 0,2065 277255, 432800, 0,64060
g T9_PUNGR phosphate dehydrogenase 1,40083 8 7571 8762 8123
E (EC1.2.1.-) 2564
S tr|A0A2I0KTL7|A0A2I0KTL7  Delta(24)-sterol reductase - 0,1857 74180, 93040,9 0,797289
_PUNGR 1,527724 8 4925 0406 034
954
tr|A0A218Y286|A0A218Y286 Actin-7 - 0,1542 424257 549582,9 0,771962
_PUNGR 1,619096 ,46 262 592
526
tr|K4JZ73|K4JZ73_PUNGR Cinnamoyl-CoA reductase - 0,1485 11764,4 17464,50 0,673618
1-like (Cinnamyl alcohol 1,682472 5 1179 727 305
dehydrogenase) 107
tr|A0A218WUDO|A0A218WU Glyceraldehyde-3- - 0,13411 242435 364412,6 0,665278
Do_PUNGR phosphate dehydrogenase 1,696606 ,9726 771 647
(EC1.2.1.-) 578
tr|A0A218XGR1|A0A218XGR Peptidyl-prolyl cis-trans - 0,1242 266250 371739,9 0,716226
1_PUNGR isomerase (PPIase) (EC 1,783622 9 ,0259 817 5
5.2.1.8) 095
tr|A0A218WHD8|A0A218WH GDP-mannose 3,5- - 0,0875 19477,5 32502,90 0,599256
D8_PUNGR epimerase 2 2,031100 8 7244 083 434
895
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tr|A0A218W2A9|A0A218W2A9 Ran-binding - 0,070 2918,7559 5694,839 0,512526
_PUNGR protein 1 homolog 2,1507985 28 71 966 425
a-like 89
tr|A0A218VTX0|A0A218VTX0 glutathione - 0,055 158621,44 219891,55 0,7213621
T _PUNGR transferase (EC 2,370366 23 94 72 63
= 2.5.1.18) 047
?o tr|A0A218XV61|A0A218XV61_ Thioredoxin - 0,035 1483,482 8865,1417 0,167338
B PUNGR 2,6936701 07 284 13 812
2
g tr|A0A218XHL8|A0A218XHL8 Adenosylhomocyst - 0,020 9727,6252 20884,44 0,465783
a einase (EC 3.13.2.1) 2,9773399 68 67 219 341
48
tr|A0A218Wo056|A0A218W056 Cyclin-D5-1 - 0,029 868,3707 7378,0187 0,1176970
_PUNGR isoform X1 2,099828 86 063 11 05
432
Lio- Peak Name Protein names t-value p- Mean Mean Fold
GraN value Lio- all Change
Vs GraNVs  others Lio-
GraNVs
/all
others
tr|K4JZ73|K4JZ73_PUNGR Cinnamoyl-CoA reductase 7,012012 0,003 24402,49  11145,46 2,189455
1-like (Cinnamyl alcohol 738 714 46 354
dehydrogenase)
tr|A0A218VTX0|A0A218VTX glutathione transferase 5,614869 0,001 262892,7 167755,9 1,567114
o_PUNGR (EC 2.5.1.18) 704 22 552 043 769
tr| AOA6PS8EDC1|A0A6PS8ED Serine 4,83592 0,002 23801,38 11845,78 2,00927
C1_PUNGR hydroxymethyltransferase 445 05 835 589 0518
(EC2.1.2.1)
tr|/A0A218WUDO|A0A218WU  Glyceraldehyde-3- 4,79803 0,002 4771213 247069,9  1,9311181
Do_PUNGR phosphate dehydrogenase 6601 o8 442 913 49
(EC1.2.1.-)
tr|A0A218XV61|A0A218XV61 Thioredoxin 4,776825 0,020 13974,73 2619,514 5,334856
_PUNGR 22 64 579 96 263
tr|A0A210KL23|A0A210KL23 5- 4,30608 0,003 186794,7 118397,9 1,577685
_PUNGR methyltetrahydropteroyltr 2146 67 534 983 063
o iglutamate--homocysteine
% S-methyltransferase (EC
?n 2.1.1.14)
& tr|A0A218W568|A0A218W56 Universal stress protein A- 4,250491 0,004 63828,19 32711,29 1,951258
B 8_PUNGR like protein 265 77 865 199 8y
=) tr|A0A218Wol5|A0A218Wol Annexin 4,126157 0,007 145597,4 85556,17 1,701775
5_PUNGR 469 03 393 716 887
tr|A0A218Y286|A0A218Y286 Actin-7 4,056170 0,005 661504,8 430959,2 1,534959
_PUNGR 283 85 705 209 315
tr|A0A218XLU8|A0A218XLU Ras-related protein 3,951015 0,010 123892,2 81844,41 1,513753
8_PUNGR RABB1c 832 1 521 644 258
tr|A0A218XSW9|A0A218XS Major allergen Pru ar 1- 3,858527 0,011 1215621, 857687,1 1,417324
‘Wo9_PUNGR like 903 69 066 436 575
tr|A0A218XGR1|A0A218XGR Peptidyl-prolyl cis-trans 3,70304 0,013 464279,9 272725,0 1,702373
1_PUNGR isomerase (PPlase) (EC 6679 05 266 313 722
5.2.1.8)
tr|A0A218WNT9|A0A218WN Glyceraldehyde-3- 3,674322 0,044 628506, 257175,7 2,443878
T9_PUNGR phosphate dehydrogenase 664 71 0834 13 063
(EC1.2.1.-)
tr|A0A218XM98|A0A218XM Heat shock cognate 3,625512 0,009 152312,3 94678,99 1,608723
98_PUNGR protein 80 756 3 575 109 917
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tr|A0A218WL67|A0A218WL67_ EF-hand 3,6219401 0,009 194183,66 107456,17 1,8070963
PUNGR domain- 98 85 39 49 74
containing
protein
tr|A0A218VR31|A0A218VR31_P Superoxide 3,5999457 0,010 274977,00 185928,34 1,4789407
UNGR dismutase [Cu- 73 92 16 31 42
Zn] (EC 1.15.1.1)
tr|A0A218WGE5|A0A218WGES5 Uncharacterized 3,4296837 0,022 22817,522 13269,929 1,7194908
_PUNGR protein 13 91 71 91 24
LOC116196468
tr|A0A218W5S4|A0A218W5S4 Water stress and 3,3911978 0,0169 156441,59 100311,69 1,5595547
PUNGR hypersensitive 34 5 23 96 97
response
domain-
containing
protein
tr|A0A6P8D4P9|A0A6P8D4P9_ Endo-1,31,4- 3,380924 0,0138  42674,28 24297,24 1,7563420
PUNGR beta-D- 024 5 025 891 62
glucanase-like
isoform X2
tr|AOA6P8DSX8|A0A6P8DSXS8_ L-ascorbate 3,3565428 0,0143  122568,20  79830,755 1,5353506
- PUNGR peroxidase (EC 77 7 22 33 52
8 1.11.1.11)
= tr|A0A2I0LBW5|A0A2I0LBW5_ phosphoglucom 3,3488723 0,0149 77318,195 48329,36 1,5998180
-3 PUNGR utase (alpha-D- 56 7 99 744 83
e glucose-1,6-
S‘ bisphosphate-
dependent) (EC
5.4.2.2)
tr|A0A6P8DUEG6|A0A6P8DUE6 Plasma 3,1007471 0,0251 2371040,1 1682989,2 1,408826
_PUNGR membrane 57 5 67 65 673
ATPase (EC
7.1.2.1)
tr|A0A218WA97|A0A218WAQ97_ Adenosine 3,0691402 0,035 333814,52 212679,34 1,5695671
PUNGR kinase (AK) (EC 63 68 32 66 85
2.7.1.20)
(Adenosine 5'-
phosphotransfer
ase)
tr|A0A218XUB1|A0A218XUB1_P Major allergen 3,048822 0,022 153533,76 107439,66 1,4290231
UNGR Pru ar 1-like 223 78 55 17 67
tr|A0A218Y2I1|A0A218Y2l1_PU Probable 2,9920789 0,040 41819,922 25384,48 1,6474600
NGR cinnamyl alcohol 99 58 81 335 74
dehydrogenase 9
tr|AOA6PS8EKS3|A0OA6PS8EKS3_ Syntaxin-52-like 2,8021804 0,027 264483,5 173193,67 1,5270971
PUNGR isoform X1 34 98 674 8 23
tr|AOA6P8BNG2|A0A6P8BNG2 Heat shock 2,7517045 0,030 475480,4 345989,0 1,3742644
_PUNGR cognate 70 kDa 31 48 313 39 35
protein 2
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tr|A0A218WS48|A0A218WS48_P Phenylcoumar 2,6255223 0,0351 1917600,2 1367991,4 1,4017633
UNGR an benzylic 94 9 7 33 62
ether
reductase
Betv6-like
tr|A0A218W532|A0A218W532_P NADP- 2,6135472 0,0361 32313,782 22528,259 1,4343665
NGR dependent 1 5 5 25 94
oxidoreductase
domain-
containing
protein
tr|A0A218WES2|A0A218WES2_ Major 2,5675175 0,046 1088045,6 857944,41 1,2682005
PUNGR strawberry 98 37 o7 7 8
allergen Fra a
1.06-like
tr|A0A218WED1|A0A218WED1_ Monosacchari 2,5415798 0,039 87718,335 62916,888 1,3941938
PUNGR de-sensing 34 47 33 11
protein 2-like
tr|A0A218WCy75|A0A218WC75_P Malate 2,5353746 0,039 316799,21 224595,23 1,4105340
UNGR dehydrogenase 37 8 88 33 26
(EC 1.1.1.37)
tr|AoA2I0JV44|A0A2I0JV44_PU Alcohol 2,5065465 0,045 213381,84 144261,27 1,4791346
NGR dehydrogenase 72 42 74 3 49
2-like
tr|AoA2I0LFF4|AoA2I0LFF4_PU Eukaryotic 2,4993048 0,046 34705,707 22586,077 1,5365973
3 NGR translation 33 25 16 8 44
= initiation
'Eo factor 5A (eIF-
) 54)
E- tr|A0A6P8DJH5|A0A6P8DJH5_ UTP--glucose- 2,4009748 0,0475 151142,85 108840,0 1,3886701
=) PUNGR 1-phosphate 48 6 84 022 15
uridylyltransfe
rase (EC
2.7.7.9)
tr| A0A6P8CNM7|A0A6P8CNM7_  Profilin 2,3960373 0,060 91236,359 73386,478 1,2432312
PUNGR 97 04 54 14 03
tr|A0A218WC47|A0A218WCq7_P glutathione 2,1552148 0,093 94148,102 66544,790 1,4148079
UNGR dehydrogenase 19 9 21 89 95
(ascorbate)
(EC 1.8.5.1)
tr|A0A6P8D916|A0A6P8D916_P Glutamate 2,1384754 0,070 243574,11 178837,68 1,3619842
UNGR decarboxylase 42 09 25 61 54
(EC 4.1.1.15)
tr|A0A218VXA5|A0A218VXA5_P Nucleoside 2,10911717 0,1081 36033,916 26225,893 1,3739823
UNGR diphosphate 6 55 91 96
kinase (EC
2.7.4.6)
tr|A0A218X926|A0A218X926_P Thioredoxin 2,0993874 0,084 32251,756 20083,116 1,6059138
UNGR Hi1 46 67 19 73 94
tr|A0A218VUH2|A0A218VUH2_ Fructose- 2,0922998 0,0749 474860,98 346354,20 1,3710270
PUNGR bisphosphate 86 1 89 86 5
aldolase (EC
4.1.2.13)
tr|A0A218XID6|A0A218XID6_P Glutamine 1,97155274 0,094 81142,254 60798,177 1,3346165
UNGR synthetase (EC 9 92 85 87 57
6.3.1.2)
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tr|A0A218XFU2|A0A218XFU2_P Glycine-rich 1,9539016 0,094 97123,126 67561,879 1,4375432
UNGR RNA-binding 18 43 72 47 93
protein-like
tr|A0A2I0KSF6|A0A2I0KSF6_PU GRAM 1,9488538 0,092 66425,267 43589,921 1,5238675
NGR domain- 29 58 85 23 82
containing
protein
tr|AoA2IoJo81|A0A2I0J081_PUN  Vesicle 1,9307101 0,099 109013,54 75864,313 1,4369542
GR transport v- 69 34 7 o1 5
SNARE 13-
like
tr|A0A6P8DUZ4|A0A6P8DUZ4_P Superoxide 1,9295680 0,0951 87697,203 62734,005 1,3979213
UNGR dismutase 61 2 32 1 22
[Cu-Zn] (EC
1.15.1.1)
tr|A0A218XPJ6|A0A218XPJ6_PU MLP-like 1,8512701 0,1087 531765,96 400547,01 1,3275993
NGR protein 328 54 5 73 04 92
tr|A0A218X9K8|A0A218X9K8_P Phosphoglyce 1,8221803 0,1134 483136,23 356762,47 1,3542237
rate kinase 31 78 8 98
(EC 2.7.2.3)
tr|A0A218XIR3|A0A218XIR3_PU Guanosine 1,8071733 0,1167 66819,652 47051,789 1,4201298
NGR nucleotide 63 1 84 89 82
diphosphate
dissociation
b inhibitor
= tr|A0A218VWS1|A0A218VWS1_P 14-3-3-like 1,8053431 0,1209 91280,348 62431,948 1,4620775
?o UNGR protein A 4 8 01 07 23
b3} tr|A0A218W2A1|A0A218W2A1_P Cinnamoyl- 1,8035021 0,187 23186,891 17250,257 1,3441475
B UNGR CoAreductase 6 7 41 35 65
=) 1-like
tr|A0A218VVR2|A0A218VVR2_P Tobamovirus 1,7402429 0,1266 164939,64 104191,150 1,5830485
UNGR multiplication 34 5 62 09
protein 2A-
like
tr|A0A6P8C3Z6|A0A6P8C3Z6_P Sodium/calci 1,7324339 0,1272 87599,592 68421,096 1,2803009
UNGR um exchanger 82 2 41 36 17
NCL-like
tr|A0A218VZ38|A0A218VZ38_PU Hypersensitiv 1,7049576 0,1336 108663,31 77342,333 1,4049655
NGR e-induced 85 1 25 63 27
reaction 1
protein-like
tr|A0A218W2A9|A0A218W2A9 P Ran-binding 1,5988439 0,2188 6898,7178 3704,8590 1,8620729
UNGR protein 1 83 3 45 29 67
homolog a-
like
tr|A0A218WHD8|A0A218WHDS8_ GDP- 1,5752536 0,1765 36886,661 23798,356 1,5499667
PUNGR mannose 3,5- 97 1 28 41 56
epimerase 2
tr|A0A218X2E3|A0A218X2E3_PU Protein SRC1 1,5421618 0,1683 47047,894 32597,896 1,4432800
NGR 16 9 8 39 89
tr|A0A218XS57|A0A218XS57_PU Triosephosph 1,4581803 0,2371 43749,619 31471,808 1,3901209
NGR ate isomerase, 87 3 28 8 04
cytosolic (EC
5.3.1.1)
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tr|A0A218X494|A0A218X494_P Elongation factor 1,2368495 0,257 44415,30 33711,970 1,3174934
UNGR 1-gamma-like 81 09 059 6 54
tr|A0A218W9U0|A0A218W9oUo phosphopyruvate 1,2047623 0,270 479925,10 375253,50 1,2789357
_PUNGR hydratase (EC 09 27 7 4 11
4.2.1.11)
tr|A0A6P8DEZ1|A0A6PS8DEZ1_ Syntaxin-22-like 1,1235666 0,333 335742,77 204471,84 1,6419999
PUNGR 46 46 02 74 84
tr|A0A218XRK9|A0A218XRK9 Tr-type G 1,1210226 0,299 384662,9 322188,76 1,1939055
PUNGR domain- 17 69 442 76 08
containing protein
tr|A0A6P8D9F5|A0A6P8D9F5_ 2-alkenal 1,0401631 0,355 32623,60 24868,041 1,3118686
PUNGR reductase 82 54 347 23 41
(NADP(+)-
dependent)-like
tr|A0A218W0Z6|A0A218W0Z6 GTP-binding 0,920330 0,388 71368,411 60504,34 1,1795585
_PUNGR nuclear protein 606 57 75 092 35
tr|A0A218WTZ5|A0A218WTZ5_  Hypersensitive- 0,9136606 0,392 140801,26  120268,92 1,1707202
PUNGR induced response 86 48 81 84 35
protein 1
tr|A0A218WZ93|A0A218WZ93_ Sucrose synthase 0,9120104 0,392 64495,81 55569,565 1,1606319
PUNGR (EC2.4.1.13) 94 87 467 47 78
- tr|A0A218WJZ8|A0A218WJZ8__ MLP-like protein 0,895568 0,400 56510,724 47210,848 1,1969860
8 PUNGR 328 isoform X2 456 78 36 05
= tr|A0A6P8BS00|A0OA6P8BS00_ Ras-related 0,892323 0,405 117419,69 97977,892 1,1984304
-3 PUNGR protein RABE1a- 432 33 3 4 84
& like
5’ tr|A0A2I0K2C8|AoA2I0K2C8_ Annexin 0,836684 0,4331 146589,29 127090,31 1,1534261
PUNGR 389 1 8 58 84
tr|A0A218X2E4|A0A218X2E4 monodehydroasco 0,809465 0,449 88366,84 75358,005 1,1726258
PUNGR rbate reductase 078 72 957 15 39
(NADH) (EC
1.6.5.4)
tr|A0A218XRA5|A0A218XRA5_ Uncharacterized 0,7536709 0,485 57886,37 49118,867 1,1784957
PUNGR protein 33 42 843 45 89
tr|AoA2I0I9F5|A0A2I0I9F5_P Alpha-soluble 0,7149829 0,498 105663,4 91335,843 1,1568677
UNGR NSF attachment 41 23 924 39 59
protein 2
tr|A0A6P8E027|A0A6P8E027_ aldehyde 0,638393 0,544 47583,26 43200,80 1,1014438
PUNGR dehydrogenase 525 01 554 862 63
(NAD(+)) (EC
1.2.1.3)
tr|A0A6P8C8C8|A0A6P8C8C8_ 14-3-3-like 0,6261639 0,552 55078,03 42390,731 1,299294
PUNGR protein D 98 41 214 26 221
tr|A0A218XNM4|A0A218XNM4 Aminopeptidase 0,6145948 0,563 14437,032 12084,798 1,1946440
_PUNGR (EC 3.4.11.-) 78 76 96 9 38
tr| AOA6PS8EEI8|AOA6PSEEIS_ Calcineurin B-like 0,584048 0,583 38640,82 35844,942 1,0779992
PUNGR protein 054 98 25 59 86
tr|A0A2I10HSF9|A0A2I0HSF9_ Ras-related 0,5833415 0,580 113484,81 102171,85 1,1107247
PUNGR protein Raby 64 09 1 8 46
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tr|A0A210JGV8|A0A210JGV8_P Phosphoprotein 0,581323 0,584 604868,6 545981,7 1,1078549
UNGR ECPP44 944 16 336 864 66
tr|A0A218X958| A0A218X958_P Protein SSUH2 0,478282 0,650 844513,33 768711,34 1,098609
UNGR homolog isoform 211 16 76 26 18
X2
tr|AoA2IoIlo7|AoA2Iollo7_PU Vacuolar protein 0,474957 0,649 47252,30 42337,62 1,1160830
NGR sorting-associated 017 43 628 664 22
protein 28
homolog
tr|AoA2I0J145|A0A2I0J145_PU Glycosyltransferas 0,4599711 0,668 68697,52 59353,114 1,1574375
NGR e (EC2.4.1.-) 36 22 583 33 94
tr|AoA2I0IFg97|AoA2I0IFg7_PU ADP-ribosylation 0,440792 0,681 89157,464  79803,18 1,1172168
NGR factor 82 63 32 724 36
tr|A0A2I0IGD4|A0A210IGD4_P Neurofilament 0,3378921 0,745 11476,420 10386,99 1,1048841
UNGR heavy polypeptide- 26 92 53 036 03
like
tr|A0A2I0KPL9|A0A2I0KPLg_P  Vacuolar protein 0,3277746 0,758 34165,939  31447,36 1,086448
UNGR sorting-associated 63 63 65 984 241
protein 32
homolog 2-like
- tr|A0A6P8D5R9|A0A6P8D5R9_ 1ST1-like protein 0,3151780 0,761 12232,612 11406,472 1,072427
2 PUNGR 71 87 49 41 307
= tr|A0A218XU13|A0A218XU13_P  Tobamovirus 0,263621 0,800 259274,97  221370,16 1,1712281
3 UNGR multiplication 858 1 75 96 65
& protein 2A
S‘ tr|A0A218W056|A0A218W056__ Cyclin-D5-1 0,255000 0,809 5851,3267  4886,540 1,1974374
PUNGR isoform X1 837 43 3 7 29
tr|A0A218W7C4|A0A218W7C4_ alanine 0,2477612 0,812 19328,58 17762,165 1,088188
PUNGR transaminase (EC 64 42 399 14 508
2.6.1.2)
tr|A0A6P8DWU5|A0A6PS8DWU Inhibitor of trypsin 0,2152662 0,836 35051,873 33959,113 1,0321787
5_PUNGR and hageman 42 o8 99 27 18
factor-like isoform
X1
tr|AoA2IoK2K1|AoA2I0oK2K1_P protein-disulfide 0,1425939 0,890 883801,0 786701,5 1,123426
UNGR reductase (EC 62 67 656 667 091
1.8.1.8)
tr|K4JX08|K4JX08 PUNGR Selenium-binding 0,140016 0,900 4573,6671 4244,877 1,0774556
protein 966 23 74 609 05
tr|A0A6P8D3A0|A0A6P8D3A0_ COP1-interactive 0,088599 0,931 122118,33 119965,50 1,0179454
PUNGR protein 1-like 922 88 78 16 61
tr|A0A6P8D4F3|A0A6P8D4F3_ Enolase- 0,063122 0,951 119579,79 117980,53 1,0135552
PUNGR phosphatase E1 219 44 33 8 47
isoform X1
tr|A0A218XHL8|A0A218XHLS Adenosylhomocyst 0,032738 0,974 17272,685 17111,912 1,009395
PUNGR einase (EC 023 81 56 04 415
3.13.2.1)
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tr|A0A218WJ03|A0A218WJ03 Temperature-induced - 0,908 190205,0 197807,5 0,961566
_PUNGR lipocalin-1-like 0,119250 62 161 155 175
isoform X1 299
tr|A0A218VWB8|A0A218VWB CSCi-like protein - 0,874 40832,80 42881,77 0,952218
8_PUNGR HYP1 0,163494 89 834 233 3
929
tr|A0A218X7W1|A0A218X7W1 Tr-type G domain- - 0,869 107065,0 111906,3 0,956737
containing protein 0,1713274 54 268 675 576
75
tr|A0A218VTL2|A0A218VTL2 17.3 kDa class II heat - 0,858 26210,23 27959,73 0,937428
_PUNGR shock protein-like 0,184802 62 454 052 o1
257
tr|A0A218WXP3|A0A218WXP Copper transport - 0,831 22329,27 23648,50 0,944215
3_PUNGR protein 0,220408 91 888 756 14
04
tr|A0A218X752|A0A218X752 Ubiquitin-NEDD8-like - 0,792 1272820, 1353588, 0,940330
PUNGR protein RUB2 0,275322 07 425 519 394
64
tr|A0A2I0K3T5|A0A2I0K3T5_  Ras-related protein - 0,781 47103,55 49479,92 0,9519731
PUNGR Raby 0,288320 88 494 155 13
439
tr|A0A218X5B3|A0A218X5B3 Protein SRC2 - 0,755 32532,23 35729,73 0,910508
_PUNGR 0,336519 66 868 227 885
T 627
E tr|A0A6PS8CQE7|A0A6PS8CQE Vacuolar-sorting - 0,703 690019,7 814201,2 0,847480
A 7_PUNGR protein BRO1 0,397178 18 881 394 641
o 927
E tr|/A0A2I0KTL7|A0A2I0KTL7 Delta(24)-sterol - 0,68 82232,15 89015,07 0,923800
2 _PUNGR reductase 0,431035 44 31 336
=} 99
tr|A0A218WG84|A0A218WG8 17.8 kDa class I heat - 0,504 24471,38 31575,02 0,775023
4_PUNGR shock protein-like 0,705911 06 028 867 217
613
tr|AoA2I0ISS2|AoA2I0ISS2_P Vesicle-associated - 0,462 4183,1347 5599,792 0,747016
UNGR membrane protein 714 0,789198 73 7 524 028
501
tr|A0A218WG85|A0A218WG8 Monocopper oxidase- - 0,393 114809,4 142403,5 0,806225
5_PUNGR like protein SKU5 0,928386 46 019 031 967
147
tr|A0A218WURS8|A0A218WU Tetrahydrofolate - 0,382 14372,45 18740,05 0,766937
R8_PUNGR dehydrogenase/cycloh 0,946767 96 695 562 795
ydrolase catalytic 105
domain-containing
protein
tr|A0A1Z1GAP2|A0A1Z1GAP2 Large ribosomal - 0,376 10554,69 16947,44 0,622789
_PUNGR subunit protein uL14c 0,961363 o1 26 643 553
022
tr|A0A6P8BXC0|A0A6P8BXC Elongation factor Tu - 0,338 31309,75 46827,47 0,668619
o_PUNGR 1,045201 13 665 074 427
966

253



Lio- Peak Name Protein t-value p- Mean Mean all Fold
GraN names value Lio- others Change
Vs GraNVs Lio-
GraNVs/
all others
tr|A0A210JT73|A0A210JT73_PU Lipid - 0,328 125632,09 187912,72 0,6685661
NGR transfer-like 1,0511886 54 45 47 91
protein VAS 91
tr|A0A6P8CP12|A0A6P8CP12_PU Patellin-3- - 0,329 4135,81770 6290,2142 0,6575002
NGR like 1,0530502 2 8 2 95
56
tr|A0A218W2L3|A0A218W2L3_P Short-chain - 0,3192 5852,7692 12319,7377  0,4750725
UNGR dehydrogena 1,0814591 57 5 52
se reductase 09
2a-like
tr|A0A218WZE7|A0A218WZEy_P Phospholipas - 0,284 443264,14 603728,13 0,73421151
UNGR eD (EC 1,1845646 6 85 18 9
3.1.4.4) 83
tr|A0A6P8CMR2|A0A6P8CMR2__ ADP- - 0,2641 9600,2280 14242,230 0,6740677
PUNGR ribosylation 1,21551073 03 13 49
factor-like 4
protein 8a
tr|A0A218VV18|A0A218VV18_PU Fasciclin-like - 0,264 10112,4355 14395,980 0,7024485
NGR arabinogalact 1,2310203 26 2 6 37
an protein 9 08
tr|A0A218WA16|A0A218WA16_P V-type - 0,2416 10464,929 15322,992 0,6829559
proton 1,2790244 9 39 23 94
ATPase 41
catalytic
subunit A
(EC7.1.2.2)
b+ (V-ATPase 69
= kDa subunit)
?o (Vacuolar
I5) proton pump
] subunit
g alpha)
a tr|A0A2I10HZM8|A0A2I0HZMS8 Spidroin-2- - 0,222 15556,708 23507,913 0,6617647
PUNGR like 1,3406294 22 88 05 79
59
tr|A0A218XNI7|A0A218XNI7_PU non-specific - 0,2170 21754,852 40557,068 0,5364010
NGR serine/threon  1,3875876 6 67 39 15
ine protein 99
kinase (EC
2.7.11.1)
tr|A0A218VY32|A0A218VY32_PU ADP- - 0,201 7198,5303 12400,031 0,5805251
NGR ribosylation 1,4250537 93 57 12 85
factor-like 25
protein 8a
tr|A0A218XIM6|A0A218XIM6_P Aquaporin - 0,1871 37950,158 79255,986 0,4788301
PIP2-7 1,4817704 8 54 45 84
97
tr|AOA6P8DP68|A0A6PS8DP68_P Proactivator - 0,1961 33766,645 50158,153 0,6732035
UNGR polypeptide- 1,4858122 5 51 89 15
like 1 26
tr|A0A218X2Z0|A0A218X2Z0_P NDR1/HIN1- - 0,124 9184,1982 21367,282 0,4298252
UNGR like protein 1,8094293 06 69 21 9
10 75
tr|A0A6P8CD72|A0A6P8CD72_P chitinase (EC - 0,097 343004,11 1687402,1 0,2032734
UNGR 3.2.1.14) 2,0280202 41 2 6 82
66
tr|A0A6P8CI80|A0A6P8CI80_PU  chitinase (EC - 0,084 628859,26 2436433,5 0,2581064
NGR 3.2.1.14) 2,1136995 16 47 29 73
89
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sp|G1UH28|CHIT_PUNGR Acidic - 0,0838  628663,31 2437386,7 0,2579251
endochitina 2,1162878 7 35 1 42
se Pun g 14, 7
amyloplasti
¢ (EC
3.2.1.14)
(Chitinase
11D)
(Pomegrana
te seed
chitinase)
(allergen
Pun g 14)
tr|AoA2I0I5P8|AoA2I0I5P8_PUN CASP-like - 0,0739 11860,593 30542,671 0,3883286
= GR protein 2,1605770 8 35 13 21
z 24
?o tr|A0A218XAV9|A0A218XAVg_P H(+)- - 0,0616 53436,016 96907,114 0,55141479
I3y UNGR exporting 2,3327096 7 9 17 9
E diphosphata
3 se (EC
= 7.1.3.1)
tr|AoA2I0K2Z7|AoA2I0K2Z7 PU Prosaposin - 0,0620 70220,472 137829,62 0,5094729
NGR 2,3551270 5 52 78 9
9
tr|A0A218VZ43|A0A218VZ43_PU Tetraspanin - 0,0250 20449,592 54119,625 0,3778590
NGR -8-like 2,0041225 7 12 32 85
18
tr|A0A218WFS2|A0A218WFS2_P Barwin-like - 0,0252 825,76283 5597,4768 0,14752412
UNGR 3,1019821 3 91 19
59
tr|A0A218W347|A0A218W347_P Non- - 0,0199 10592,907 102712,42 0,1031317
UNGR specific 3,3485915 2 04 57
lipid- 76
transfer
protein
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tr|A0A6P8CI80|A0A6P8CI80_ chitinase (EC 1,789080 0,206 3556721,3 972502,47  3,6572877
PUNGR 3.2.1.14) 253 04 76 31 44
sp|G1UH28|CHIT_PUNGR Acidic 1,7875228 0,206 3555368,7 974034,0 3,650148
endochitinase Pun 95 21 23 051 46
g 14, amyloplastic
(EC3.2.1.14)
(Chitinase III)
(Pomegranate seed
chitinase) (allergen
Pun g 14)
tr|A0A218XHL8|A0A218XHL8 Adenosylhomocyst 1,784693 0,186 24496,19 13500,155 1,8145123
_PUNGR einase (EC 3.13.2.1) 216 64 882 41 57
tr|A0A1Z1GAP2|A0A1Z1GAP2_ Large ribosomal 1,7257070 0,196 23561,994 10443,795 2,2560757
PUNGR subunit protein 59 9 13 67 49
uLi4c
tr| A0A6P8CD72|A0A6P8CD72__ chitinase (EC 1,7171420 0,221 2561386,5 578210,95 4,429847
PUNGR 3.2.1.14) 94 62 2 67 775
tr|A0A218W056|A0A218W056 Cyclin-D5-1 1,4072134 0,254 8904,710 3359,848 2,650330
_PUNGR isoform X1 09 47 693 718 845
tr| A0A6P8BXCo0|A0A6P8BXCo Elongation factor 1,1613739 0,330 55918,68 34523,00 1,6197510
_PUNGR Tu 75 99 075 869 84
tr|A0A218WFS2|A0A218WFS2 Barwin-like 1,0925277 0,323 5387,3257 3316,6053 1,6243052
_PUNGR 53 23 18 79 51
tr|A0A2I0KTL7|A0A2I0KTL7_ Delta(24)-sterol 1,080031 0,385 103849,6 78206,32 1,3278933
~ PUNGR reductase 275 46 537 345 1
M tr|A0A218W2L3|A0A218W2L3 Short-chain 1,025367 0,410 17759,140 6366,552 2,789443
= _PUNGR dehydrogenase 046 47 16 302 849
EQ reductase 2a-like
E tr|A0A218WA16|A0A218WA16__ V-type proton 0,728300 0,530 16828,195 12141,359 1,386022
=) PUNGR ATPase catalytic 99 31 49 18 375
subunit A (EC
7.1.2.2) (V-ATPase
69 kDa subunit)
(Vacuolar proton
pump subunit
alpha)
tr|AOA6P8E027|A0A6P8E027_ aldehyde 0,691796 0,537 49010,42 42487,22 1,1535331
PUNGR dehydrogenase 635 87 603 837 42
(NAD(+)) (EC
1.2.1.3)
tr|A0A218W347|A0A218W347 Non-specific lipid- 0,447050 0,6712 85803,82 65106,967 1,3178900
PUNGR transfer protein 971 2 336 55 29
tr|A0A218X5B3|A0A218X5B3 Protein SRC2 0,407162 0,710 37371,039 33310,331 1,1219053
PUNGR 015 24 93 65 69
tr|AocA2I0HZM8|AoA2I0HZM8 Spidroin-2-like 0,3717454 0,7431 23723,48 19424,525 1,2213159
_PUNGR 73 8 326 86 51
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tr|A0A218VY32|A0A218VY32_PU ADP- 0,3686515 0,7423 12380,782 9808,9050 1,2621982
NGR ribosylation 21 1 54 33 27
factor-like
protein 8a
- tr|A0A218WZE7|A0A218WZE7_P Phospholipa 0,2777861 0,8015 596338,49 527190,95 1,13116221
2 GR se D (EC 13 2 35 92 6
= 3.1.4.4)
EQ tr|A0A218VWB8|A0A218VWBS8_P CSCi-like 0,2745363 0,806 46259,274 40168,539 1,1516294
& UNGR protein 96 03 36 32 88
s HYP1
tr|A0A218WJ03|A0A218WJo3_P Temperature 0,1073736 0,9197 200879,63 192470,20 1,0436921
UNGR -induced 79 4 63 54 18
lipocalin-1-
like isoform
X1
tr|A0A218WHD8|A0A218WHDS8 _ GDP- - 0,9962 28119,140 28182,116 0,9977653
PUNGR mannose 0,0051919 38 6 74
3,5~ 16
epimerase 2
tr|A0A218WXP3|A0A218WXP3_P Copper - 0,9779 22981,948 23322,172 0,9854119
UNGR transport 0,0310487 3 66 67 94
protein 99
tr|A0A2I0K3T5|A0A210K3T5_PU Ras-related - 0,949 48087,831 48987,783 0,9816290
NGR protein Raby 0,0694497 88 47 29 56
12
tr|A0A6P8DP68|A0A6P8DP68_P Proactivator - 0,9222 43246,776 45418,088 0,9521928
polypeptide- 0,1066104 76 27 03
like 1 29
tr|A0A218WG85|A0A218WG85_P Monocopper - 0,909 127867,08 135874,66 0,9410663
GR oxidase-like 0,1277273 26 4 93
protein 61
SKU5
tr|A0A218VZ43|A0A218VZ43_PU Tetraspanin- - 0,890 40946,312 43871,2651 0,9333287
NGR 8-like 0,1455988 93 41 7 35
3 17
E tr|A0A218WJZ8|A0A218WJZ8_P MLP-like - 0,892 48493,639 51219,390 0,9467828
E’,, UNGR protein 328 0,1507543 4 86 25 42
) isoform X2 39
g tr|A0A218XAV9|A0A218XAVg_P H(+)- - 0,866 77712,346 84768,949 0,9167548
2 UNGR exporting 0,1848799 44 8 22 67
=} diphosphata 6
se (EC
7.1.3.1)
tr|A0A210HSF9|AoA2I0HSF9_PU Ras-related - 0,842 100358,87 108734,82 0,9229690
NGR protein Raby 0,2231814 23 42 64 o1
7
tr|A0A210JGV8|A0A2I0JGV8_PU Phosphoprot - 0,8432 533415,43 581708,38 0,9169808
NGR ein ECPP44 0,2235079 9 05 8 13
27
tr|A0A218W2A9|A0A218W2A9_P Ran-binding - 0,8295 4490,9620 4908,7369 0,9148915
UNGR protein 1 0,2262595 7 86 o8 84
homolog a- 6
like
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tr|A0A218XNM4|A0A218XNM4_ Aminopeptid - 0,832 12079,468 13263,581 0,9107245
PUNGR ase (EC 0,2312012 89 45 16 1
3.4.11.-) 12
tr|A0A218WG84|A0A218WG84_P 17.8 kDa - 0,786 26044,432 30788,502 0,8459142
UNGR class I heat 0,2064234 81 94 33 53
shock 82
protein-like
tr|A0A218W2A1|A0A218W2A1_P Cinnamoyl- - 0,769 18244,356 19721,524 0,9250986
UNGR CoA 0,31551113 64 35 88 66
reductase 1- 7
like
tr| A0A6P8CMR2|A0A6P8CMR2__ ADP- - 0,7634 11309,0517 13387,818 0,8447270
PUNGR ribosylation 0,3338299 4 5 25 15
factor-like 82
protein 8a
tr|AoA2I0ISS2|AoA2I0ISS2_PUN Vesicle- - 0,740 4483,3410 5449,6893 0,8226782
GR associated 0,3571236 29 88 66 83
membrane 58
protein 714
tr|A0A218X2E3|A0A218X2E3_PU Protein SRC1 - 0,728 33848,803 39197,442 0,8635462
NGR 0,3795239 44 22 18 25
64
tr|A0A218VTL2|A0A218VTL2_PU 17.3 kDa - 0,7264 23601,212 20264,241 0,8064864
NGR class II heat 0,3881727 4 87 35 o7
shock 23
protein-like
tr|A0A218XFU2|A0A218XFU2_P Glycine-rich - 0,699 71384,670 80431,107 0,8875256
g UNGR RNA-binding 0,4100145 96 18 74 38
® protein-like 93
Ea tr|AoA2IolgF5|A0A2I0lgF5_PUN Alpha- - 0,686 84613,4114 101860,88 0,8306761
o GR soluble NSF 0,4616050 52 7 39 95
g attacl.lment 58
3 protein 2
[=] tr|K4JX08|K4JX08_PUNGR Selenium- - 0,6573 3947,2876 4558,0673 0,8660002
binding 0,4631739 69 61 93
protein 83
tr|A0A218X958|A0A218X958 PU Protein - 0,6373 710321,38 835807,31 0,8498626
NGR SSUH2 0,51752719 1 69 79 o8
homolog 6
isoform X2
tr|AOA6PS8EEI8|AOA6PS8EEI8_PU Calcineurin - 0,6375  33074,850 38627,928 0,8562418
NGR B-like 0,5485648 7 33 67 82
protein 75
tr|A0A6P8D5R9|A0A6P8D5R9_P 1ST1-like - 0,6219 102009,157 12418,199 0,8221125
NGR protein 0,5560596 4 8 76 44
74
tr|AoA2IoK2Z7|AoA210K2Z7_PU Prosaposin - 0,602 97768,001 124055,86 0,7880965
NGR 0,56110161 79 94 31 84
1
tr|A0A218W0Z6|A0A218WOZ6_P GTP-binding - 0,606 57271,009 67553,042 0,8477931
UNGR nuclear 0,5794953 29 o7 26 88
protein 37
tr|A0OA6P8DWU5|A0A6P8DWU5_  Inhibitor of - 0,5742  30674,908 36147,595 0,8486016
PUNGR trypsin and 0,6443006 1 61 97 23
hageman 42
factor-like
isoform X1
tr|A0A2I0KSF6|A0A2I0KSF6_PU GRAM - 0,5214 44808,054 54398,527 0,8236997
NGR domain- 0,6784667 9 48 92 62
containing 63
protein

258



Pas- Peak Name Protein t-value p- Mean Mean all Fold
GraN names value Pas- others Change
Vs GraNVs Pas-
GraNVs/
all others
tr|A0A2I0JV44|A0A210JV44_PU Alcohol - 0,5110 146298,49 177802,95 0,8228125
NGR dehydrogena 0,7155382 4 16 09 06
se 2-like 76
tr|A0A218WC75|A0A218WC75_P Malate - 0,5013 223945,47 271022,10 0,8262996
UNGR dehydrogena 0,7617682 2 84 35 84
se (EC 3
1.1.1.37)
tr|AOA6P8D9F5|A0A6P8D9F5_P 2-alkenal - 0,493 22978,492 29690,596 0,7739316
UNGR reductase 0,7763479 05 07 93 29
(NADP(+)- 21
dependent)-
like
tr|A0A218X752|A0A218X752_PU Ubiquitin- - 0,504 1054330,0 1462833,7 0,7207449
NGR NEDDS8-like 0,7877188 73 62 91
protein 12
RUB2
tr|A0A218X2Z0|A0A218X2Z0_P NDR1/HIN1- - 0,453 12931,424 19493,669 0,6633653
UNGR like protein 0,7940779 47 41 14 38
10 74
tr|AOA6P8CNM7|A0A6P8CNM7_ Profilin - 0,4913 71136,2115 83436,552 0,8525785
PUNGR 0,8045514 9 12 14
81
tr|A0A218XS57|A0A218XS57_PU Triosephosph - 0,4651 30803,40 37944,914 0,8117927
NGR ate 0,8139872 5 812 38 96
isomerase, 15
cytosolic (EC
5.3.1.1)
tr|AoA2I0KPL9|AoA2I0KPLg_PU Vacuolar - 0,478 27144,052 34958,313 0,7764691
T NGR protein 0,8170825 69 52 4 68
® sorting- 37
'Eo associated
3} protein 32
E homolog 2-
3 like
a tr|A0A218VTX0|A0A218VTX0_P glutathione - 0,452 176890,35 210757,10 0,8393091
UNGR transferase 0,8290715 22 93 23 26
(EC 2.5.1.18) 24
tr|A0A218Y286|A0A218Y286_PU Actin-7 - 0,466 437660,98 542881,16 0,8061819
NGR 0,8314971 81 18 52 23
34
tr|A0A218XRA5|A0A218XRA5_P Uncharacteri - 0,464 42878,192 56622,060 0,7572580
UNGR zed protein 0,8704558 38 48 45
19
tr|A0A6P8C3Z6|A0A6P8C3Z6_P Sodium/calci - 0,445 64511,342 79965,221 0,8067424
UNGR um 0,8781742 62 48 32 99
exchanger 04
NCL-like
tr|A0A6P8BS00|A0A6P8BS00_P Ras-related - 0,4475 86443,734 113465,871 0,7618478
UNGR protein 0,8891969 6 59 6 88
RABE1a-like 26
tr|A0A218VUH2|A0A218VUH2_P Fructose- - 0,425 324007,93 421780,73 0,7681904
UNGR bisphosphate 0,9349242 32 38 61 51
aldolase (EC 02
4.1.2.13)
tr|A0A218XGR1|A0A218XGR1_P Peptidyl- - 0,391 279200,03 365264,97 0,7643766
UNGR prolyl cis- 0,9681933 68 62 99
trans 09
isomerase
(PPIase) (EC
5.2.1.8)
tr|A0A218XIM6|A0A218XIM6_P Aquaporin - 0,358 45177,635 75642,247 0,5972540
PIP2-7 0,9825430 59 52 96 05
52
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tr|A0A210JT73|A0A210JT73 Lipid transfer-like protein - 0,341 128094,7 186681,3 0,686168
_PUNGR VAS 1,026769 94 967 736 064
954
tr|AoA2I0KL23|A0A2I0KL23 5- - 0,341 122092,0 150749,3 0,809901
_PUNGR methyltetrahydropteroyltri ~ 1,037152 o1 517 492 02
glutamate--homocysteine 375
S-methyltransferase (EC
2.1.1.14)
tr|A0A218WUDO|A0A218WU Glyceraldehyde-3- - 0,325 251704,0 359778,6 0,699607
Do_PUNGR phosphate dehydrogenase 1,114436 94 1 584 951
(EC1.2.1.-) 518
tr| A0A6PS8CQE7|A0A6P8CQ Vacuolar-sorting protein - 0,309 514644,3 901888,9 0,570629
E7_PUNGR BRO1 1,131842 59 654 508 416
949
tr|A0A218WC47|A0A218WC4  glutathione - 0,316 64174,53 81531,57 0,787112
7_PUNGR dehydrogenase (ascorbate) 1,139087 45 057 672 591
(EC1.8.5.1) 8
tr|A0A218VXA5|A0A218VXA Nucleoside diphosphate - 0,308 25489,8 31497,93 0,809254
5_PUNGR kinase (EC 2.7.4.6) 1,151805 76 3335 551 097
619
T tr|AoA2I0I5P8|A0A210I5P8_  CASP-like protein - 0,291 15684,09 28630,9 0,547802
-1 PUNGR 1,153213 39 027 2267 474
3 483
E? tr|AoA2I0J145|A0A2I0J145_ Glycosyltransferase (EC - 0,316 47124,98 70139,38 0,671876
g PUNGR 2.4.1.-) 1,158104 89 902 274 301
198
o
a tr|A0A218XRK9|A0A218XRK Tr-type G domain- - 0,322 283715,7 372662,3 0,761321
9_PUNGR containing protein 1,162467 96 245 774 082
14
tr|A0A218WES2|A0A218WES Major strawberry allergen - 0,335 800042, 1001946, 0,798488
2_PUNGR Fra a 1.06-like 1,181961 81 094 174 098
573
tr| A0A6P8C8C8|A0A6P8C8C 14-3-3-like protein D - 0,284 33541,77 53158,85 0,630972
8_PUNGR 1,184145 67 642 912 466
38
tr|A0A218XV61|A0A218XV61 Thioredoxin - 0,275 3755,547 7729,109 0,485896
_PUNGR 1,185601 64 637 037 579
567
tr|A0A6P8DUZ4|A0A6P8DU Superoxide dismutase - 0,293 57849,6 77657,76 0,744931
Z4_PUNGR [Cu-Zn] (EC 1.15.1.1) 1,187545 17 8817 267 172
094
tr| AOA6PS8EKS3|A0OA6PS8EKS Syntaxin-52-like isoform - 0,318 155097,4 227886,7 0,68059
3_PUNGR X1 1,221090 42 572 331 o112
618
tr|A0A6P8D3A0|A0A6P8D3A  COP1i-interactive protein - 0,286 96731,66 132658,8 0,729176
o_PUNGR 1-like 1,237110 31 824 364 215
59
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tr|A0A218WUR8|A0A218WUR  Tetrahydrofolate - 0,282 11954,247  19949,16 0,599235
8_PUNGR dehydrogenase/cycloh 1,257787 28 63 028 63
ydrolase catalytic 905
domain-containing
protein
tr|A0A6P8D4P9|A0A6P8D4P9 Endo-1,31,4-beta-D- - 0,281 22849,90 342090,43 0,667941
_PUNGR glucanase-like isoform 1,269313 57 231 788 473
X2 359
tr|A0A218XNI7|A0A218XNI7__ non-specific - 0,246 20741,22 41063,88 0,505096
PUNGR serine/threonine 1,273645 81 349 298 498
protein kinase (EC 73
2.7.11.1)
tr|A0A218WGE5|A0A218WGE Uncharacterized - 0,242 13219,42 18068,97 0,731608
5_PUNGR protein LOC116196468  1,3019153 94 65 801 976
13
tr|AoA2I0K2K1|AoA2IoK2K1_ protein-disulfide - 0,236 319980,6 1068611,7 0,299435
PUNGR reductase (EC 1.8.1.8) 1,325936 56 475 76 824
367
tr|A0A218X7W1|A0A218X7W1 Tr-type G domain- - 0,239 80415,70 125231,0 0,642138
_PUNGR containing protein 1,338088 98 774 27 85
322
'§ tr|A0A218VV18|A0A218VV18_ Fasciclin-like - 0,228 9776,854 14563,771 0,6713133
= PUNGR arabinogalactan 1,354253 77 306 21 68
& protein 9 51
g tr|A0A2I0LBW5|A0A2I0LBW5 phosphoglucomutase - 0,237 46003,48 63986,72 0,718953
g _PUNGR (alpha-D-glucose-1,6- 1,3754176 2 534 277 61
<3 bisphosphate- 64
| dependent) (EC
5.4.2.2)
tr|A0A218VZ38|A0A218VZ38_ Hypersensitive- - 0,253 64800,49 99273,74 0,652745
PUNGR induced reaction 1 1,398154 7 211 383 526
protein-like 648
tr|AoA2Iollo7|AoA2Iollo7_P Vacuolar protein - 0,216 33440,75 49243,40 0,679091
UNGR sorting-associated 1,4031175 63 52 218 081
protein 28 homolog 66
tr|A0A218W532|A0A218W532 NADP-dependent - 0,273 19446,70 28961,79 0,671460
_PUNGR oxidoreductase 1,414758 04 114 993 379
domain-containing 66
protein
tr|A0A218WS48|A0A218WS48 Phenylcoumaran - 0,238 1260761, 1696410, 0,743193
_PUNGR benzylic ether 1,421373 23 97 583 884
reductase Betv6-like 466
tr|A0A218XID6|A0A218XID6_  Glutamine synthetase - 0,227 53210,92 74763,84 0,711720
PUNGR (EC6.3.1.2) 1,4511575 62 307 376 002
31
tr|A0A218XM98|A0A218XMg Heat shock cognate - 0,247 82389,71 129640,3 0,635525
8_PUNGR protein 80 1,498053 14 831 107 462
011
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tr|A0A218VWS1|A0A218VWS1__ 14-3-3-like - 0,224 50935,106 82604,56 0,6166136
PUNGR protein A 1,5317033 99 49 883 72
87
tr|A0A218WZ93|A0A218WZ93 Sucrose synthase - 0,239 45191,401 65221,772 0,692888
_PUNGR (EC 2.4.1.13) 1,5443241 95 06 28 272
64
tr|AoA2IoJ0o81|AoA2IoJ081_P Vesicle transport - 0,203 59477,04 100632,56 0,5910318
UNGR v-SNARE 13-like 1,6285816 15 653 33 15
63
tr|A0A6P8DEZ1|A0A6P8DEZ1_ Syntaxin-22-like - 0,144 155705,01 294490,72 0,5287263
PUNGR 1,644906 o7 59 46 84
707
tr|A0A218W568|A0A218W568_  Universal stress - 0,1417 30570,63 49340,07 0,6195902
PUNGR protein A-like 1,664473 5 071 595 65
protein 905
tr|A0A218X926|A0A218X926_ Thioredoxin H1 - 0,166 16754,458 27831,765 0,6019905
PUNGR 1,665982 66 53 56 02
331
tr|A0A218XUB1|A0A218XUB1_ Major allergen - 0,200 93760,72 137326,18 0,6827592
PUNGR Pru ar 1-like 1,6668715 o1 41 24 7
91
'Ej tr|A0A218X2E4|A0A218X2E4 monodehydroasco - 0,133 61439,676 88821,681 0,6017193
® PUNGR rbate reductase 1,6972979 45 14 86 51
EJ (NADH) (EC 43
) 1.6.5.4)
g tr|A0A218XLU8|A0A218XLU8_  Ras-related - 0,170 72050,179 107765,45 0,668583
3 PUNGR protein RABB1c 1,7856495 4 06 3 271
=} 67
tr|A0A218Wol5|A0A218Wol5_ Annexin - 0,1397  78202,321 119253,73 0,6557641
PUNGR 1,803580 2 7 59 24
187
tr|A0A218XU13|A0A218XU13_ Tobamovirus - 0,1241 85231,00 308392,15 0,2763721
PUNGR multiplication 1,8141669 7 989 34 74
protein 2A 92
tr|AoA2IoIFg97|AoA2I0IF97_P ADP-ribosylation - 0,1555 60284,167  94239,835 0,639688
UNGR factor 1,8187837 2 73 53 805
49
tr|A0A218WTZ5|A0A218WTZ5 Hypersensitive- - 0,186 88862,52 146238,29 0,6076556
_PUNGR induced response 1,874288 04 971 76 63
protein 1 395
tr|A0A218WL67|A0A218WL67_ EF-hand domain- - 0,134 86508,119 161293,94 0,5363382
PUNGR containing protein 1,9244821 68 47 71 88
75
tr|A0A218XPJ6|A0A218XPJ6_ MLP-like protein - 0,1195 343120,93  494869,5 0,6933563
PUNGR 328 1,9263765 1 66 258 67
63
tr|A0A218XSW9|A0A218XSW9g Major allergen - 0,1451 759924,59 1085535,3 0,700045
_PUNGR Pru ar 1-like 1,9481852 5 84 78 907
5
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tr|A0A218X9K8|A0A218X9K8_P  Phosphoglycera - 0,1247  287179,94 454740,62 0,6315247
UNGR te kinase (EC 1,9524167 2 94 22 32
2.7.2.3) 35
tr|A0A218WNT9|A0A218WNT9 Glyceraldehyde- - 0,091 237095,66 452880,9 0,5235276
_PUNGR 3-phosphate 1,9577259 24 9 202 17
dehydrogenase 84
(EC1.2.1.-)
tr|A0A6P8D4F3|A0A6P8D4F3_ Enolase- - 0,1176 83636,94 135951,96 0,6151948
PUNGR phosphatase E1 1,9772471 5 407 26 27
isoform X1 04
tr|A0A6P8D916|A0A6P8D916_P Glutamate - 0,1223 150078,88 225585,30 0,6652866
UNGR decarboxylase 1,9836942 37 05 27
(EC 4.1.1.15) 34
tr|A0A6P8DUE6|A0A6PS8DUE6 Plasma - 0,1522 1380935,3 2178041,6 0,6340261
_PUNGR membrane 2,0992431 9 48 75 36
ATPase (EC 76
7.1.2.1)
tr|A0A6P8DJH5|A0A6P8DJH5_ UTP--glucose-1- - 0,1427 88583,133 140119,86 0,6321953
PUNGR phosphate 2,1050347 8 o8 49 93
uridylyltransfer 59
ase (EC 2.7.7.9)
tr|K4JZ73|K4JZ73_PUNGR Cinnamoyl-CoA - 0,072 10526,517 18083,454 0,5821076
reductase 1-like 2,1138682 71 41 46 62
o (Cinnamyl 92
] alcohol
g dehydrogenase)
% tr|A0A210IGD4|A0A210IGD4_P Neurofilament - 0,086 7414,6892 12417,856 0,5970989
= UNGR heavy 2,11543715 21 56 89
g polypeptide-like 9
8 tr| A0A6P8BNG2|A0A6P8BNG2 Heat shock - 0,149 282969,3 442244,58 0,639848
_PUNGR cognate 70 kDa 2,1569225 06 412 41 065
protein 2 2
tr|A0A218W7C4|A0A218W7C4_ alanine - 0,081 10641,195 22105,859 0,4813744
PUNGR transaminase 2,1631140 29 49 2
(EC 2.6.1.2) 55
tr|A0A2I0LFF4|AoA2I0LFF4_P Eukaryotic - 0,094 18146,141 30865,86 0,5879033
UNGR translation 2,2399317 65 92 042 23
initiation factor 02
5A (eIF-5A)
tr|A0A218W9U0|A0A218W9Uo phosphopyruvat - 0,074 271129,82 479651,14 0,5652646
_PUNGR e hydratase (EC 2,2740493 69 41 55 23
4.2.1.11) 97
tr|A0A218VVR2|A0A218VVR2__ Tobamovirus - 0,056 76677,729 148322,10 0,5169676
PUNGR multiplication 2,287004 09 49 93 31
protein 2A-like 074
tr|A0A218WAQ97|A0A218WAQ7_ Adenosine - 0,066 183076,85 288048,18 0,6355771
PUNGR kinase (AK) (EC 2,3930115 94 28 18 86
2.7.1.20) 63
(Adenosine 5'-
phosphotransfer
ase)
tr|A0A218X494|A0A218X494_P Elongation - 0,108 21981,307 44928,966 0,4892457
UNGR factor 1-gamma- 2,4356374 91 85 97 88
like 36
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Pas- Peak Name Protein names t-value p- Mean Mean Fold
GraN value  Pas- all Change
Vs GraNVs others Pas-
GraNVs/
all
others
tr|AOA6P8CP12|AOA6P8CP12__ Patellin-3-like - 0,045 2517,9433 7099,1513 0,354682
PUNGR 2,440586 73 97 75 308
77
tr|A0A218X1R3|A0A218XIR3_ Guanosine - 0,077 32304,88 64309,17 0,502337
PUNGR nucleotide 2,536442 72 281 49 075
diphosphate 073
dissociation
inhibitor
tr|A0A218VR31|A0A218VR31_ Superoxide - 0,037 164382,9 241225,36 0,6814497
PUNGR dismutase [Cu-Zn] 2,5660311 22 567 55 16
(EC 1.15.1.1) 41
o tr|A0A218W5S4|A0A218W5S4 Water stress and - 0,090 74030,68 141517,15 0,5231216
] PUNGR hypersensitive 2,7286311 13 564 29 44
g response domain- 21
=3 containing protein
g tr|A0A6PS8EDC1|A0A6PS8EDC1 Serine - 0,015 9186,598 19153,180 0,479638
g _PUNGR hydroxymethyltrans ~ 3,224722 24 806 66 289
© ferase (EC 2.1.2.1) 481
R tr|A0A218WED1|A0A218WED1 Monosaccharide- - 0,052 48430,55 82560,78 0,586604
_PUNGR sensing protein 2- 3,386936 1 078 039 809
like 882
tr|A0A6P8DSX8|A0A6P8DSX8 L-ascorbate - 0,033 60073,34 111078,18 0,540820
_PUNGR peroxidase (EC 3,393782 o8 35 47 357
1.11.1.11) 095
tr|A0A218Y211|A0A218Y2I1_P Probable cinnamyl - 0,010 20638,03 35975,42 0,5736704
UNGR alcohol 3,605908 31 735 609 o8
dehydrogenase 9 212
tr|/A0A2I0K2C8|A0A2I0K2C8_  Annexin - 0,029 85138,192 157815,86 0,539478
PUNGR 3,665328 22 6 85 022
509
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7.5. Anexo 5. Analisis Gene Ontology de las proteinas

Tabla suplementaria S3.

con diferencias significativas post-tratamiento.

Accesion Protein Name Biological Cellular Molecular
process component function
AO0A6P8CP12 Patellin-3-like cell cycle lipid binding
[GO:0007049]; cell [GO:0008289]
division [GO:0051301]
Ao0Az2I015P8 CASP-like protein plasma membrane
[G0:0005886]
A0A218X494 Elongation factor 1- response to chemical membrane glutathione transferase
gamma-like [GO:0042221] [GO:0016020] activity [GO:00043641;
translation elongation
factor activity
[GO:0003746]
A0A6P8CMR2 ADP-ribosylation anterograde axonal lysosomal membrane GTP binding
factor-like protein 8a transport [GO:0005765] [GO:0005525]; GTPase
[GO:0008089]; protein activity [GO:0003924]
transport
[GO:0015031]
A0A218X752 Ubiquitin-NEDD8-like modification- cytoplasm mRNA binding
protein RUB2 dependent protein [GO:0005737]; nucleus [GO:0003729]; protein
catabolic process [GO:0005634] tag activity
[GO:0019941]; protein [GO:0031386];
ubiquitination ubiquitin protein ligase
[GO:0016567] binding [GO:0031625]
AoAz2I0K2Z77 Prosaposin sphingolipid metabolic lysosome aspartic-type
process [GO:0006665] [GO:0005764] endopeptidase activity
[GO:0004190]
A0A218XAVg H(+)-exporting membrane diphosphate hydrolysis-
diphosphatase (EC [GO:0016020] driven proton
7.1.3.1) transmembrane
transporter activity
[GO:0009678];
inorganic diphosphate
phosphatase activity
[GO:0004427]
A0A218VV18 Fasciclin-like plant-type secondary plasma membrane

arabinogalactan protein

9

cell wall biogenesis

[GO:0000834]

[G0:0005886]
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Accesion Protein Name Biological Cellular Molecular
process component function
A0A218W5S4 Water stress and response to desiccation cytosol [GO:0005829]
hypersensitive response [GO:0009269]
domain-containing
protein
Ao0A2I0K2C8 Annexin response to stress cytoplasm calcium ion binding
[GO:0006950] [GO:0005737] [GO:0005509];
calcium-dependent
phospholipid binding
[GO:0005544]
AoAz2I0IF97 ADP-ribosylation factor  intracellular protein Golgi apparatus GTP binding
transport [GO:0005794]; plasma [GO:0005525]; GTPase
[GO:0006886]; vesicle-  membrane activity [GO:0003924]
mediated transport [GO:0005886]
[GO:0016192]
A0A218WXP3 Copper transport plasma membrane copper ion
protein [GO:0005886] transmembrane
transporter activity
[GO:0005375]
A0A218WED1 Monosaccharide- membrane transmembrane
sensing protein 2-like [GO:0016020] transporter activity
[GO:0022857]
A0A2I0JGVS8 Phosphoprotein cold acclimation cytosol [GO:0005829]; metal ion binding
ECPP44 [GO:0009631]; membrane [GO:0046872]
response to abscisic [G0:0016020]
acid [GO:00097371;
response to water
deprivation
[GO:0009414]
G1UH28 Acidic endochitinase chitin catabolic process amyloplast calcium ion binding
Pun g 14, amyloplastic [GO:0006032]; [GO:0009501]; [GO:0005509];
(EC 3.2.1.14) (Chitinase polysaccharide extracellular region chitinase activity
11I) (Pomegranate seed catabolic process [GO:0005576] [G0:0004568]
chitinase) (allergen Pun [GO:0000272]; seed
g£14) germination
[GO:0009845];
seedling development
[GO:0090351]
A0A6P8CI80 chitinase (EC 3.2.1.14) carbohydrate metabolic extracellular region chitinase activity

process [GO:0005975]

[GO:0005576]

[GO:0004568]
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Accesion Protein Name Biological Cellular Molecular
process component function
A0A218XV61 Thioredoxin cytoplasm protein-disulfide
[GO:0005737] reductase activity
[GO:0015035]
A0A218WNT9 Glyceraldehyde-3- glucose metabolic cytosol [GO:0005829] glyceraldehyde-3-
phosphate process [GO:0006006]; phosphate
dehydrogenase (EC glycolytic process dehydrogenase (NAD+)
1.2.1.-) [GO:0006096] (phosphorylating)
activity [GO:0004365];
NAD binding
[GO:0051287]; NADP
binding [GO:0050661]
K4JZ73 Cinnamoyl-CoA oxidoreductase activity,
reductase 1-like acting on the CH-OH
(Cinnamyl alcohol group of donors, NAD
dehydrogenase) or NADP as acceptor
[G0:0016616]
A0A218WUDo Glyceraldehyde-3- glucose metabolic cytosol [GO:0005829] glyceraldehyde-3-
phosphate process [GO:0006006]; phosphate
dehydrogenase (EC glycolytic process dehydrogenase (NAD+)
1.2.1.-) [GO:0006096] (phosphorylating)
activity [GO:0004365];
NAD binding
[GO:0051287]; NADP
binding [GO:0050661]
A0A218XGR1 Peptidyl-prolyl cis- protein folding cytosol [GO:0005829]; peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase [GO:0006457] intracellular trans isomerase activity
(PPIase) (EC 5.2.1.8) membrane-bounded [GO:0003755]
organelle
[GO:0043231]; plasma
membrane
[GO:0005886]
A0A6P8D4P9 Endo-1,31,4-beta-D- hydrolase activity
glucanase-like isoform [GO:0016787]
X2
A0A218VTXo glutathione transferase glutathione metabolic cytosol [GO:0005829] glutathione binding

(EC2.5.1.18)

process [GO:0006749];
toxin catabolic process
[GO:0009407]

[GO:0043295];
glutathione transferase

activity [GO:0004364]
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Accesion Protein Name Biological Cellular Molecular
process component function
Ao0A218Wol5 Annexin response to stress cytosol [GO:0005829] calcium ion binding
[GO:0006950] [GO:0005509];
calcium-dependent
phospholipid binding
[GO:0005544]
A0A218Y286 Actin-7 cytoskeleton ATP binding
[GO:0005856] [GO:0005524];
hydrolase activity
[GO:0016787]
A0A218XM98 Heat shock cognate cellular response to cytosol [GO:0005829]; ATP binding
protein 80 heat [GO:0034605]; perinuclear region of [GO:0005524]; ATP
protein stabilization cytoplasm hydrolysis activity
[GO:0050821] [GO:0048471]; plasma [G0:0016887]; ATP-
membrane dependent protein
[GO:0005886]; folding chaperone
protein-containing [GO:0140662];
complex [GO:0032991] unfolded protein
binding [GO:0051082]
A0A218VZ43 Tetraspanin-8-like auxin-activated plasma membrane

signaling pathway
[GO:0009734]

[GO:0005886];
plasmodesma

[GO:0009506]
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7.6. Anexo 6. Lista de proteinas identificadas en AlgNVs

por LC-MS/MS

Tabla suplementaria S4

Accession Name Ncbi Biological Molecular Function Cellular
Blastp Process Component
AoAo072UM13 Heat shock cognate 70 kDa chaperone ATP binding; ATP hydrolysis cytoplasm
protein cofactor- activity; ATP-dependent protein
dependent folding chaperone; heat shock
protein protein binding; protein folding
refolding; chaperone
protein
refolding;
Stress
response
AO0A1S2YP37 Heat shock 70 kDa protein Stress ATP binding; ATP-dependent
response protein folding chaperone
AOAOL9VN2j5 5- methionine 5-
methyltetrahydropteroyltri biosynthetic methyltetrahydropteroyltrigluta
glutamate--homocysteine process; mate-homocysteine S-
S-methyltransferase methylation; methyltransferase activity; zinc
Amino-acid ion binding; Methyltransferase;
biosynthesis; Transferase
Methionine
biosynthesis
T2DLI2 Glyceraldehyde-3- glucose NAD binding; NADP binding;
phosphate dehydrogenase metabolic oxidoreductase activity, acting
process on the aldehyde or oxo group of
donors, NAD or NADP as
acceptor
A0A444XPWS8 Malate dehydrogenase malate L-malate dehydrogenase
metabolic activity; Oxidoreductase
process;
tricarboxylic
acid cycle
A0A151R3L7 Malic enzyme malate malate dehydrogenase
metabolic (decarboxylating) (NAD+)
process activity; metal ion binding; NAD
binding; oxidoreductase
AO0AOL9TGV7y Uncharacterized protein ATP binding; ATP-dependent endoplasmic
protein folding chaperone reticulum
A0A445FIH4 phosphopyruvate hydratase glycolytic magnesium ion binding; phosphopyruv
process; phosphopyruvate hydratase ate hydratase
glycolysis activity; lyase complex
A0A396I950 Putative secoisolariciresinol oxidoreductase activity
dehydrogenase
A0A834T6Go nucleoside-diphosphate CTP nucleic acid binding; nucleoside
kinase biosynthetic diphosphate kinase activity; zinc
process; ion binding; Kinase; Transferase
GTP
biosynthetic
process;
phosphorylat
ion; UTP
biosynthetic
process
A0A8B8KSL9 Leucine aminopeptidase 1- proteolysis manganese ion binding; cytoplasm
like metalloaminopeptidase activity;
Aminopeptidase; Hydrolase;
Protease
P00761 Trypsin digestion; metal ion binding; serine-type extracellular
proteolysis endopeptidase activity; space

Hydrolase; Protease; Serine
protease
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Accession Name Ncbi Biological Molecular Function Cellular
Blastp Process Component
A0A9D5B4N8 Fructose-bisphosphate fructose 1,6- fructose-bisphosphate cytosol
aldolase bisphosphate aldolase activity; Lyase
metabolic
process;
glycolytic
process;
Glycolysis
AoAo097PL79 Nitrilase/cyanide nitrogen acyltransferase activity;
hydratase and compound hydrolase activity, acting on
apolipoprotein N- metabolic carbon-nitrogen (but not
acyltransferase family process peptide) bonds, in linear
protein amides; Acyltransferase;
Hydrolase; Transferase
AoA0B2PNU6 Heat shock protein 83 Stress response ATP binding; ATP
hydrolysis activity; ATP-
dependent protein folding
chaperone; unfolded
protein binding; Chaperone
A0A151SJG3 adenosylhomocysteinase one-carbon adenosylhomocysteinase
metabolic activity; hydrolase
process; One-
carbon
metabolism
A0A1J7GPDo transaldolase carbohydrate transaldolase activity cytoplasm;
metabolic membrane
process;
pentose-
phosphate shunt
A0A6A4QMS3 glycerophosphodiester glycerol glycerophosphodiester
phosphodiesterase metabolic phosphodiesterase activity
process; lipid
metabolic
process
AO0A6A5P8WoO Putative laccase copper ion binding;
oxidoreductase activity
A0A834SKH2 Putative fructokinase-4 phosphorylation kinase activity
A0A834WNB6 Protein disulfide- protein disulfide isomerase endoplasmic
isomerase activity; isomerase reticulum
lumen
A0A834WRV7 UDP-glucose 6- UDP- NAD binding; UDP-glucose
dehydrogenase glucuronate 6-dehydrogenase activity;
biosynthetic Oxidoreductase
process
P17928 Calmodulin calcium ion binding
Qo6197 Isocitrate glyoxylate cycle; isocitrate dehydrogenase mitochondrion
dehydrogenase [NADP] isocitrate (NADP+) activity;
metabolic magnesium ion binding;
process; NADP NAD binding;
metabolic Oxidoreductase
process;
tricarboxylic acid
cycle; Glyoxylate
bypass;
Tricarboxylic
acid cycle
A0A072TKQ3 Glycosyltransferase 2-alkenal reductase
[NAD(P)+] activity; UDP-
glycosyltransferase
activity;Glycosyltransferase;
Transferase
AO0AO0A1EUV7; Actin ATP binding cytoskeleton
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Accession

Name

Ncbi Blastp

Biological
Process

Molecular
Function

Cellular
Component

A0A6A4R691

Proteasome
subunit alpha type

ubiquitin-
dependent protein
catabolic process

hydrolase activity

cytoplasm;
nucleus;
proteasome core
complex, alpha-
subunit complex

A0A0B2PUT2

Disease resistance
response protein
DRRG49-C

Plant defense

abscisic acid
binding; protein
phosphatase
inhibitor activity;
signaling receptor
activity; abscisic
acid-activated
signaling pathway;
defense response;
response to biotic
stimulus;
Pathogenesis-
related protein

A0A0B2QDZS8

Proteasome
subunit beta

proteolysis
involved in protein
catabolic process

threonine-type
endopeptidase
activity; Hydrolase

cytoplasm;
nucleus;
proteasome core
complex

AO0AOL9TFH9

ATP synthase
subunit beta

ATP synthesis;
Hydrogen ion
transport; Ion
transport;
Transport

ATP binding; ATP
hydrolysis activity;
proton-
transporting ATP
synthase activity,
rotational
mechanism;
proton-
transporting
ATPase activity,
rotational
mechanism;
translocase

mitochondrial
proton-
transporting ATP
synthase complex,
catalytic sector
F(1)

A0A0L9U7B6

Calmodulin-
1/11/16 protein

calcium ion
binding

A0A0L9UT98

transketolase

metal ion binding;
transketolase
activity;
transferase

AOAOROIL89

Alpha-
galactosidase

carbohydrate
metabolic process

alpha-
galactosidase
activity;
Glycosidase;
Hydrolase

Ao0A445DJLo

Lactoylglutathione
lyase

lactoylglutathione
lyase activity;
metal ion binding;
lyase

A0A834SZE4

glucan endo-1,3-
beta-D-glucosidase

carbohydrate
metabolic process;
cell wall
organization;
polysaccharide
catabolic process;
cytoskeleton
organization

glucan endo-1,3-
beta-D-glucosidase
activity;
Glycosidase;
Hydrolase; beta-
glucosidase
activity; glucan
endo-1,3-beta-
glucanase activity,
C-3 substituted
reducing group;
glucan endo-1,4-
beta-glucanase
activity, C-3
substituted
reducing group;

A0A1S2YP9g2

Xylose isomerase

D-xylose metabolic
process;
Carbohydrate
metabolism;
Xylose metabolism

metal ion binding;
xylose isomerase
activity; isomerase
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Accession Name Ncbi Blastp Biological Molecular Function Cellular
Process Component
AoA2K3Lolg Isocitrate isocitrate isocitrate dehydrogenase
dehydrogenase metabolic (NADP+) activity; metal
process; ion binding;
tricarboxylic oxidoredcutase
acid cycle
A0A2K3L6D5 Actin-97-like protein ATP binding cytoskeleton
A0A2K3NMG4 Isoflavone reductase lignan oxidoreductase activity
biosynthetic
process
A0A392RJA1L Uncharacterized
protein
A0A445GSC3 Fumarylacetoacetase L-phenylalanine fumarylacetoacetase
catabolic activity; metal ion
process; binding; hydrolase
tyrosine
catabolic
process;
Phenylalanine
catabolism;
Tyrosine
catabolism
A0A6A4PZo2 Putative thaumatin membrane
A0A8B8JUY3 UTP--glucose-1- UDP-glucose UTP:glucose-1-phosphate
phosphate metabolic uridylyltransferase
uridylyltransferase process activity;
Nucleotidyltransferase;
Transferase
A0A8B8L702 Proteasome subunit proteolysis nucleus;
beta type-4-like involved in proteasome
isoform X2 protein catabolic core complex
process
AO0A8BSLI60 L-ascorbate oxidase copper ion binding;
homolog oxidoreductase activity
C6TBN2 Probable aldo-keto aldo-keto reductase cytoplasm
reductase 1 (NADP) activity;
oxidoreductase
082043 Ketol-acid isoleucine ketol-acid chloroplast
reductoisomerase, biosynthetic reductoisomerase activity;
chloroplastic process; valine ketol-acid
biosynthetic reductoisomerase activity;
process;Amino- oxidoreductase
acid
biosynthesis;
Branched-chain
amino acid
biosynthesis
A0A444XAB7 Superoxide copper ion binding; cytoplasm
dismutase [Cu-Zn] superoxide dismutase
activity; antioxidant;
oxidoreductase
QoM4T8 Proteasome subunit proteasomal cytoplasm;
alpha type-5 protein catabolic nucleus;
process; proteasome
proteasome- core complex,
mediated alpha-subunit
ubiquitin- complex
dependent
protein catabolic
process
Ao0A1S3U0U5 Aspartate amino acid pyridoxal phosphate
aminotransferase metabolic binding; transaminase
process; activity;Aminotransferase;
biosynthetic Transferase
process
A0A072V0A2 Putative lysosomal lysosomal Pro-X proteolysis dipeptidyl-peptidase
Pro-Xaa carboxypeptidase activity; serine-type
carboxypeptidase isoform X1 carboxypeptidase
activity;Carboxypeptidase;
Hydrolase; Protease
A0A072VAS3 Protein xenobiotic antiporter activity; membrane
DETOXIFICATION transmembrane electron transfer activity;
transporter transmembrane
activity transporter activity
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Accession Name Ncbi Biological Process Molecular Cellular
Blastp Function Component
AO0A072VLZ2 GDP-D-mannose- GDP-mannose 3,5-
3,5-epimerase epimerase activity;
NAD binding;
Isomerase
A0A0B2PE54 Succinate--CoA tricarboxylic acid cycle ATP binding; mitochondrion
ligase [ADP- magnesium ion
forming] subunit binding;
beta, succinate-CoA
mitochondrial ligase (ADP-
forming) activity;
Ligase
AoA0B2PEH9 Putative aldo-keto oxidoreductase
reductase 2 activity
AoAo0B2PKo7 12- 12-
oxophytodienoate oxophytodienoate
reductase 3 reductase activity;
FMN binding;
Oxidoreductase
A0A0B2PV57 Acetylornithine acetylornithine
deacetylase deacetylase
activity; Hydrolase
A0A0B2QN32 Bifunctional UDP-glucuronate
polymyxin decarboxylase
resistance protein activity; Lyase
ArnA
A0A0B2SLN2 Ubiquitin-
conjugating
enzyme E2 variant
1D
AO0AOL9VEI1 Glutaredoxin- cellular response to oxidative thioredoxin
dependent stress peroxidase
peroxiredoxin activity;
Antioxidant;
Oxidoreductase;
Peroxidase
A0AOL9TEU4 Pectinesterase cell wall modification; pectin aspartyl esterase extracellular
catabolic process; Cell wall activity; enzyme region
biogenesis/degradation inhibitor activity;
pectinesterase
activity; Aspartyl
esterase;
Hydrolase
A0AOROG6T3 Triosephosphate chloroplast organization; triose-phosphate chloroplast
isomerase glyceraldehyde-3-phosphate isomerase activity;
biosynthetic process; glycerol isomerase
catabolic process; glycolytic
process; multicellular organism
reproduction; primary root
development; triglyceride
mobilization
AoAoL9U2X4 4-hydroxy-4- regulation of RNA metabolic 4-hydroxy-4-
methyl-2- process methyl-2-
oxoglutarate oxoglutarate
aldolase aldolase activity;
metal ion binding;
oxaloacetate
decarboxylase
activity;
ribonuclease
inhibitor activity;
lyase
AOA0L9U8N2 thioredoxin- thioredoxin-
dependent dependent
peroxiredoxin peroxiredoxin
activity;
oxidoreductase
A0AoL9UI67 Peptidyl-prolyl cis- protein folding peptidyl-prolyl cis-

trans isomerase

trans isomerase
activity;
Isomerase;
Rotamase
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Accession Name Ncbi Biological Process Molecular Cellular
Blastp Function Comp t
A0A0L9UTC9 UDP-arabinopyranose cell wall organization; UDP- cytosol; Golgi
mutase plant-type cell wall arabinopyranose apparatus
biogenesis; UDP-L- mutase activity;
arabinose metabolic isomerase
process; Cell wall
biogenesis/degradation
A0AOL9VQM6 6-phosphogluconate D-gluconate metabolic NADP binding;
dehydrogenase, process; pentose- phosphogluconate
decarboxylating phosphate shunt; dehydrogenase
Gluconate utilization; (decarboxylating)
Pentose shunt activity;
oxidoreductase
Ao0Ao0ROF394 AB hydrolase-1 domain- hydrolase activity
containing protein
AoAoRoIK90 Serine glycine biosynthetic glycine
hydroxymethyltransferase process from serine; hydroxymethyl
tetrahydrofolate transferase activity;
interconversion; One- pyridoxal phosphate
carbon metabolism binding; transferase
A0A0S3SB57 Peroxidase hydrogen peroxide heme binding; extracellular
catabolic process; lactoperoxidase region
response to oxidative activity; metal ion
stress; Hydrogen binding;
peroxide Oxidoreductase;
Peroxidase
AO0A8B8M7Jo Annexin response to stress calcium ion binding;
calcium ion binding;
hydrolase activity
A0A151S7M7 Beta-hexosaminidase carbohydrate beta-N-
metabolic process acetylhexosaminidase
activity; N-acetyl-
beta-D-
galactosaminidase
activity; Glycosidase;
Hydrolase
A0A151SKS9 Monocopper oxidase-like copper ion binding;
protein SKU5 L-ascorbate oxidase
activity;
oxidoreductase
A0A1J7H4F6 phosphoglycerate mutase glucose catabolic 2,3- cytoplasm
(2,3-diphosphoglycerate- process; glycolytic bisphosphoglycerate-
independent) process; glycolysis independent
phosphoglycerate
mutase activity;
manganese ion
binding; isomerase
A0A1S2XBF4 Proline iminopeptidase proteolysis aminopeptidase cytoplasm
activity;
Aminopeptidase;
Hydrolase; Protease
A0A834X210 Beta-galactosidase carbohydrate beta-galactosidase membrane
metabolic process activity; Glycosidase;
hydrolase
A0A1S2YFY5 Actin-depolymerizing actin filament actin binding actin
factor 1-like depolymerization cytoskeleton
AO0A1S27Z749 Probable UDP- RNA binding
arabinopyranose mutase
5
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Accession Name Ncbi Biological Molecular Function Cellular
Blastp Process Component
A0A2Z6N5R4 Aminopeptidase proteolysis aminopeptidase activity; intracellular
metallopeptidase activity; membrane-
zinc ion binding; bounded
Hydrolase; Protease organelle;
membrane
AO0A392RFA2 Polyubiquitin 4-like mRNA binding
A0A444YKF2 Cupin type-2 domain- carbohydrate isomerase activity
containing protein metabolic process
AO0A6A4N2P7 Putative cystathionine biosynthetic lyase activity; pyridoxal
beta-lyase, pyridoxal process phosphate binding;
phosphate-dependent transferase activity
transferase
AO0A834SVC7 Thaumatin-like protein 1
A0A834T7U1 Putative N- biosynthetic pyridoxal phosphate nucleus
succinyldiaminopimelate process binding; transaminase
aminotransferase DapC activity;Aminotransferase;
Transferase
A0A834WDT9 Class-10 pathogenesis- abscisic acid- abscisic acid binding;
related protein 1-like activated protein phosphatase
signaling inhibitor activity;
pathway; defense signaling receptor activity
response;
response to biotic
stimulus
A0A834WF35 Kunitz-type trypsin serine-type endopeptidase
inhibitor alpha chain- inhibitor activity; Protease
like inhibitor; Serine protease
inhibitor
A0A8BS8K7Us5 Uncharacterized protein hydrolase activity
LOC113853591
B1Q1N8 glutathione transferase glutathione glutathione transferase
metabolic activity; transferase
process; response
to chemical
AO0A8BSKRR2 Lysosomal Pro-X proteolysis carboxypeptidase activity; membrane
carboxypeptidase serine-type exopeptidase
isoform X2 activity;
Carboxypeptidase;
Hydrolase; Protease
A0A8B8MD21 Actin-depolymerizing actin filament actin binding actin
factor 2-like isoform X1 depolymerization cytoskeleton
AO0A8BSMFQ7 Monodehydroascorbate flavin adenine
reductase isoform X2 dinucleotide binding;
oxidoreductase activity
Ao0A9D5BB42 Glutathione S- glutathione glutathione transferase cytosol
transferase metabolic activity; transferase
process; response
to chemical
A2SY66 Vicianin hydrolase carbohydrate hydrolase activity,
catabolic process hydrolyzing O-glycosyl

compounds; vicianin
beta-glucosidase activity;
Glycosidase; hydrolase
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Accession

Name Ncbi
Blastp

Biological
Process

Cellular
Component

Molecular Function

A4PU48

S-adenosylmethionine synthase

one-carbon
metabolic process;
S-
adenosylmethionine
biosynthetic
process; One-
carbon metabolism

ATP binding; metal
ion binding;
methionine
adenosyltransferase
activity; transferase

cytoplasm

B2LSD2

Cysteine proteinase mucunain

proteolysis

cysteine-type peptidase vacuole
activity; proteinase

activated receptor

binding; hydrolase;

protease; thiol protease

Po8927

RuBisCO large subunit-binding
protein subunit beta,
chloroplastic

protein refolding

ATP binding; ATP-
dependent protein
folding chaperone;
chaperone

chloroplast

P13548

V-type proton ATPase catalytic
subunit A

Hydrogen ion
transport; ion
transport; transport

ATP binding; ATP
hydrolysis activity;
proton-transporting
ATP synthase activity,
rotational mechanism;
proton-transporting
ATPase activity,
rotational mechanism;
Translocase

proton-
transporting V-
type ATPase, V1
domain

P16346

Bowman-Birk type wound-
induced trypsin inhibitor

extracellular
region

serine-type
endopeptidase
inhibitor activity;
Protease inhibitor;
serine Protease
inhibitor

P25698

Elongation factor 1-alpha

translation;
translational
elongation

GTP binding; GTPase
activity; translation
elongation factor
activity

cytoplasm

P31023

Dihydrolipoyl dehydrogenase,
mitochondrial

dihydrolipoyl
dehydrogenase activity;
flavin adenine
dinucleotide binding;
oxidoreductase

glycine cleavage
complex;
mitochondrial
matrix;
mitochondrion

P35694

Xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase
2

cell wall biogenesis;
xyloglucan
metabolic process

hydrolase activity,
hydrolyzing O-glycosyl
compounds;
polysaccharide
binding;
xyloglucan:xyloglucosyl
transferase activity;
glycosidase; hydrolase;
transferase

apoplast;

P38548

GTP-binding nuclear protein
Ran/TC4

nucleocytoplasmic
transport; protein
transport

GTP binding; GTPase nucleus

activity

P46259

Tubulin alpha-1 chain

microtubule-based
process

GTP binding;
hydrolase activity;
metal ion binding;
structural constituent
of cytoskeleton;
hydrolase

cytoplasm;
microtubule

P51851

Pyruvate decarboxylase 2

magnesium ion
binding; pyruvate
decarboxylase activity;
thiamine
pyrophosphate
binding; lyase
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Accession Name Ncbi Blastp Biological Molecular Function Cellular
Process Component
Q41107 Inositol-3-phosphate inositol inositol-3-phosphate cytosol; nucleus
synthase biosynthetic synthase activity;
process; Isomerase
phospholipid
biosynthetic
process; Inositol
biosynthesis;
Lipid
biosynthesis;
Lipid
metabolism;
Phospholipid
biosynthesis;
Phospholipid
metabolism
Q41649 FK506-binding protein chaperone- peptidyl-prolyl cis-trans endoplasmic
2 mediated isomerase activity; reticulum lumen
protein folding; Isomerase; Rotamase
Stress response
Q43621 Glutathione reductase, cell redox flavin adenine cytoplasm
cytosolic homeostasis; dinucleotide binding;
glutathione glutathione-disulfide
metabolic reductase (NADP)
process activity; NADP binding;
Oxidoreductase
Q93YB2 Aminoaldehyde cellular aminobutyraldehyde peroxisome
dehydrogenase 2, detoxification of dehydrogenase activity;
peroxisomal aldehyde; gamma-
glycine betaine guanidinobutyraldehyde
biosynthetic dehydrogenase activity;
process from nucleotide binding;
choline protein
homodimerization
activity; sodium ion
binding;
Oxidoreductase
Q9SM60 Phosphoglucomutase, glucose magnesium ion binding; cytoplasm
cytoplasmic metabolic phosphoglucomutase
process; activity; Isomerase
Carbohydrate
metabolism;
Glucose
metabolism
Q9SXU1 Proteasome subunit ubiquitin- cytoplasm;
alpha type-7 dependent nucleus;
protein catabolic proteasome core
process complex, alpha-
subunit complex
A0A072TFZ1 non-reducing end L-arabinose alpha-L-
alpha-L- metabolic arabinofuranosidase
arabinofuranosidase process activity; Hydrolase
A0A072U4C8 L-allo-threonine glycine L-allo-threonine cytosol
aldolase-like protein biosynthetic aldolase activity; Lyase
process;
threonine
catabolic
process
AoA072UMK4 Gamma- pyridoxal phosphate
aminobutyrate binding; transaminase
transaminase activity
Ao0A072UPD2 3-hydroxyacyl-[acyl- fatty acid (3R)-hydroxyacyl-[acyl- cytoplasm
carrier-protein] biosynthetic carrier-protein]
dehydratase process; lipid A dehydratase activity;
biosynthetic (3R)-hydroxymyristoyl-
process [acyl-carrier-protein]
dehydratase activity;
Lyase
AoAo072UWX4 Small ubiquitin- protein protein tag activity; nucleus
related modifier sumoylation; ubiquitin-like protein
Ubl conjugation ligase binding
pathway
Ao0A072V357 Putative Tetraspanin-8 auxin-activated plasma
tetraspanin/Peripherin signaling membrane;
pathway plasmodesma
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Accession Name Ncbi Biological Process Molecular Cellular
Blastp Function Component
A0A072V8V5 Shikimate/quinate acyltransferase
hydroxycinnamoyltransferase activity, transferring
groups other than
amino-acyl groups
Ao0A072VSL4 Vacuolar proton pump ATP metabolic ATP binding; proton-
subunit B process; vacuolar hydrolase activity; transporting V-
acidification;Hydrogen  proton-transporting type ATPase,
ion transport; Ion ATPase activity, V1domain
transport; Transport rotational
mechanism;
Hydrolase
Ao0AoB2P2H2 Kunitz-type trypsin inhibitor endopeptidase
KTI1 inhibitor activity
A0A0B2PEo2 Isovaleryl-CoA isovaleryl-CoA
dehydrogenase, dehydrogenase
mitochondrial activity;
Oxidoreductase
AoA0B2PHWj5 laccase lignin catabolic copper ion binding; apoplast
process; Lignin hydroquinone:oxygen
degradation oxidoreductase
activity;
Oxidoreductase
AoAoB2PYo7 Pectin acetylesterase cell wall organization hydrolase activity; extracellular
Hydrolase region
A0A0B2PY33 Putative 12- 12-oxophytodienoate
oxophytodienoate reductase reductase activity;
11 FMN binding;
Oxidoreductase
Ao0A0B2QGLo Protein trichome O-acetyltransferase
birefringence-like 38 isoform activity
B
A0A0B2QJW1 Pyruvate kinase phosphorylation; ATP binding; kinase cytoplasm;
glycolysis activity; magnesium intracellular
ion binding; membrane-
potassium ion bounded
binding; pyruvate organelle;
kinase activity;
kinase; transferase
A0A0B2QTY7 Dihydropyrimidine beta-alanine dihydropyrimidine cytoplasm
dehydrogenase (NADP(+)), biosynthetic process dehydrogenase
chloroplastic (NADP+) activity;
hydrolase activity;
oxidoreductase
Ao0A0B2QU56 Succinate--CoA ligase [ADP- tricarboxylic acid cycle nucleotide binding; mitochondrion
forming] subunit alpha, succinate-CoA ligase
mitochondrial (ADP-forming)
activity; ligase
AoAoB2RoP9 Superoxide dismutase metal ion binding;
superoxide dismutase
activity;
oxidoreductase
A0A0B2R1Q9 N-carbamoylputrescine polyamine beta-
amidase biosynthetic process ureidopropionase
activity; N-
carbamoylputrescine
amidase activity;
hydrolase
A0AO0B2RAJ5 U6 snRNA-associated Sm- mRNA processing; RNA binding; membrane;
like protein LSm5 RNA splicing; mRNA Ribonucleoprotein spliceosomal
splicing complex
AO0A0B2S393 Programmed cell death DNA binding
protein 5
AOAOL9TAF3 DJ-1/Pfpl domain-containing
protein
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Accession Name Ncbi Blastp Biological Molecular Cellular
Process Function Component
AO0AOL9TIP2 Aromatic amino amino acid lyase activity
acid beta- metabolic process
eliminating
lyase/threonine
aldolase domain-
containing protein
A0A0L9TS24 Delta-1-pyrroline- aldehyde
5-carboxylate dehydrogenase
dehydrogenase (NAD+) activity;
oxidoreductase
AOAOL9TWEG6 Glycine cleavage glycine glycine cleavage
system H protein decarboxylation complex;
via glycine mitochondrion
cleavage system
AoAoL9UA44 alanine biosynthetic pyridoxal
transaminase process; L-alanine phosphate binding;
catabolic process transaminase
activity
AOAOL9UAA1 Sucrose synthase response to sucrose synthase
mannitol; activity;
response to water Glycosyltransferase;
deprivation; seed Transferase
maturation; starch
metabolic process;
sucrose metabolic
process
A0A0L9UE93 E2 ubiquitin- ubiquitin- ATP binding;
conjugating dependent protein ubiquitin
enzyme catabolic process; conjugating enzyme
Ubl conjugation activity; transferase
pathway
AoAoL9UJ75 Succinate- gamma- succinate- mitochondrion
semialdehyde aminobutyric acid semialdehyde
dehydrogenase catabolic process dehydrogenase
(NAD+) activity;
oxidoreductase
AO0AOL9VKN4 ribose-5- pentose-phosphate  ribose-5-phosphate
phosphate shunt, non- isomerase activity;
isomerase oxidative branch isomerase
A0A0L9VQ32 Subtilisin-like proteolysis; serine-type
protease response to endopeptidase
symbiotic fungus activity; Hydrolase;
Protease; Serine
protease
AO0AOL9VQH1 FAD/NAD(P)- flavin adenine
binding domain- dinucleotide
containing protein binding;
oxidoreductase
activity
Ao0A151RXL7 Beta-D-xylosidase xylan catabolic xylan 1,4-beta- extracellular
1 process xylosidase activity; region
Glycosidase;
Hydrolase
A0A151SRV9 glucose-6- carbohydrate carbohydrate
phosphate 1- metabolic process binding; glucose-6-
epimerase phosphate 1-
epimerase activity;
isomerase
A0A151T252 Beta-D-xylosidase xylan catabolic xylan 1,4-beta- extracellular
4 process xylosidase activity; region
Glycosidase;
Hydrolase
A0A151TV06 RING finger and interstrand cross- ubiquitin-protein nucleus
WD repeat link repair; transferase activity
domain-containing protein
protein 3 ubiquitination
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Accession Name Ncbi Biological Process Molecular Cellular
Blastp Function Comp
Ao0A151UE08 Bet v I/Major latex abscisic acid-activated abscisic acid
protein domain- signaling pathway; binding; protein
containing protein defense response phosphatase
inhibitor activity;
signaling receptor
activity
A0A1J7FXD2 Glutathione peroxidase response to oxidative glutathione membrane
stress peroxidase activity;
Oxidoreductase;
Peroxidase
A0A1J7FZD4 Profilin actin binding cytoplasm;
cytoskeleton
A0A1S2XZL35 Probable cysteine proteolysis cysteine-type
protease RD21B peptidase activity;
Hydrolase; protease;
thiol protease
Ao0A1S2Y2Yo Cyanate hydratase cyanate metabolic cyanate hydratase
process activity; DNA
binding; lyase
A0A1S2YJ21 Acyl-coenzyme A fatty acid beta- acyl-CoA oxidase peroxisome
oxidase oxidation activity; FAD
binding
AO0A1S2YRH4 Aldose 1-epimerase hexose metabolic aldose 1-epimerase
process; Carbohydrate activity;
metabolism carbohydrate
binding; isomerase
A0A2K3LH32 Monodehydroascorbate flavin adenine
reductase dinucleotide
binding;
oxidoreductase
activity
A0A2K3NEE2 peptide-methionine peptide-methionine
(S)-S-oxide reductase (S)-S-oxide
reductase activity;
oxidoreductase
A0A368UHS4 Uncharacterized
protein
A0A371EC83 Thiol protease proteolysis cysteine-type
aleurain-like protein peptidase activity;
Hydrolase; Protease;
Thiol protease
Ao0A371F5J4 Ferredoxin Electron transport; 2 iron, 2 sulfur chloroplast
Transport cluster binding;
electron transfer
activity; metal ion
binding
A0A371FUF6 Anthocyanidin
reductase ((2S)-flavan-
3-ol-forming)
A0A371G6H4 3-hydroxyisobutyryl- valine catabolic process 3-hydroxyisobutyryl-
CoA hydrolase CoA hydrolase
activity; hydrolase
AoA3z71loSo Dihydropyrimidinase hydrolase activity, cytoplasm
acting on carbon-
nitrogen (but not
peptide) bonds
A0A444WMX5 NADH:flavin FMN binding;
oxidoreductase/NADH oxidoreductase
oxidase N-terminal activity
domain-containing
protein
A0A444XZGo Amidohydrolase 3 hydrolase activity,
domain-containing acting on carbon-
protein nitrogen (but not
peptide) bonds
A0A444Y8A4 Cupin type-1 domain- nutrient reservoir
containing protein activity; Seed storage
protein; Storage
protein
A0A444YXM9 Oxalate--CoA ligase ligase activity
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Accession Name Ncbi Blastp Biological Molecular Cellular
Process Function Component
A0A444ZWJI8 Homeobox-DDT Transcription; DNA binding nucleus
domain protein regulation of
RLT1 transcription by
RNA polymerase 11
A0A445A007 Uncharacterized membrane
protein
A0A445JQGS8 Eukaryotic Protein ATP binding;
initiation factor biosynthesis hydrolase activity;
4A-10 isoform A RNA helicase
activity;
translation
initiation factor
activity; Helicase;
Hydrolase;
Initiation factor
A0A4P1QUS81 Uncharacterized
protein
AO0A6A4PA14 Putative actinidain proteolysis cysteine-type
peptidase activity;
Hydrolase;
Protease; Thiol
protease
A0A6A4QV58 Putative perakine
reductase
A0A834SR14 Fasciclin-like
arabinogalactan
protein 17
A0A834SUJ5 N-acyl-aliphatic-L- amino acid aminoacylase cytoplasm
amino acid metabolic process activity
amidohydrolase
A0A834To043 14-3-3-like protein
A
A0A834T220 Putative 3- NAD binding;
hydroxyisobutyrate NADP binding;
dehydrogenase- oxidoreductase
like 1, activity, acting on
mitochondrial the CH-OH group
of donors, NAD or
NADP as acceptor
A0A834T4R4 Cryptdin protein-
like protein
A0A834T5W6 alanine--glyoxylate transaminase
transaminase activity;
Aminotransferase;
Transferase
A0A834TBTo fumarate fumarate fumarate tricarboxylic acid
hydratase metabolic process; hydratase activity cycle enzyme
tricarboxylic acid complex
cycle
A0A834TYU5 Chalcone- flavonoid intramolecular
flavonone biosynthetic lyase activity
isomerase family process
protein
A0A834W1J3 Stress-response
A/B barrel
domain-containing
protein
A0A834WBYS Aminoacylase-1- amino acid aminoacylase cytoplasm;
like metabolic process; activity; DNA nucleus
DNA-templated binding; DNA-
transcription; binding
Transcription; transcription
Transcription factor activity
regulation
A0A834WLLS Alpha-xylosidase 1- carbohydrate carbohydrate

like

metabolic process

binding; hydrolase
activity,
hydrolyzing O-
glycosyl
compounds;
Glycosidase;
Hydrolase
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Accession Name Ncbi Biological Process Molecular Function Cellular
Blastp Component
AO0A834WW41 assimilatory sulfite 4 iron, 4 sulfur cluster chloroplast
reductase binding; heme binding; nucleoid
(ferredoxin) metal ion binding;
sulfite reductase
(ferredoxin) activity;
oxidoreductase
A0A834WXD5 Bifunctional biosynthetic process pyridoxal phosphate
aspartate binding; transaminase
aminotransferase activity;
and Aminotransferase;
glutamate/aspartate- Transferase
prephenate
aminotransferase
A0A834X4R0 Putative catalytic activity
acylpyruvase
FAHD1,
mitochondrial
A0A835CFV6 Cysteine synthase cysteine biosynthetic cysteine synthase
process from serine; activity; transferase
Amino-acid
biosynthesis;
cysteine biosynthesis
A0A835CG68 Protein HEADING cytoplasm
DATE 3A-like
AO0A8BSJLK7 NAD(P)H- oxidoreductase activity,
dependent 6'- acting on the CH-OH
deoxychalcone group of donors, NAD or
synthase-like NADP as acceptor
A0A8B8KS99 Beta- xylan catabolic xylan 1,4-beta-xylosidase extracellular
xylosidase/alpha-L- process activity; Glycosidase; region
arabinofuranosidase Hydrolase
2
AO0A8BSLLF1 Uncharacterized calcium ion binding
protein
LOC113865686
AOA8BSLUN2 Uncharacterized membrane
protein
LOC113867457
AO0A8BSMGN1 Uncharacterized nitronate
protein monooxygenase activity
LOC113873079
Ao0A9D5A2H6 NAD(P)-binding oxidoreductase activity
domain-containing
protein
I13SIA1 Enoyl reductase oxidoreductase activity,
(ER) domain- acting on the CH-CH
containing protein group of donors, NAD or
NADP as acceptor; zinc
ion binding
I3ToPo Aspartyl proteolysis aminopeptidase activity;
aminopeptidase metallopeptidase
activity; zinc ion
binding;Aminopeptidase;
Hydrolase;
Metalloprotease;Protease
Q531A8 FCA gamma RNA binding
V7BK11 Uncharacterized proteolysis cysteine-type peptidase
protein activity; Hydrolase;

Protease; Thiol protease
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