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Introduccion

,‘ 2

(X

Naranijilla

Tomate de arbol

Curcuma/Jengibre

(Martinez, 2022; Sanchez, 2022; Vera, 2022) NP UveRSIonD o LS FUERZAS ARMADAS
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Introduccion

Solanum quitoense Lamarck (naranjilla)

Poliaminas
= Proliferacion
= Expresion génica OH
= Senalizacion celular ¢ H
= Diferenciacion celular Fo 3 4
= Modulacion reacciones x
inflamatorias
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Introduccion

Vaccinium meridionale Swartz (mortifio)

Flavonoides y polifenoles

= Antioxidantes

= Eliminadores ROS

= Antiinflamatorios

= Antimicrobianos

= Antiproliferativos células
cancerigenas

-arzén et al., 2020; Gonzalez et al., 2017)
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Introduccion

Biogénesis vesiculas extracelulares

Citoplasma
nicleo
| 7] v Exocitosis Exosoma )
SRNA , lécul
... Proteina e s
e Endosoma ? de adhesion
\ V4 temprano
’ Antigeno
Vesicula Rab27A

intralumiﬁl‘ j EX0SOMas % M! -> -> |
(30-100 nm) EﬂTetraspanma AYZ,\Y7,\"7,\ \

Endosoma .f“ﬁr -\r-"’
.. )
{ multivesicular ) (dD o { v
- LEctocitosis Ipido ’ Carga:
b ' Acidos nucleicos y
Degradacién .s L Microvesiculas proteinas
(100-1000 nm)
L

& HESPE
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Introduccion

Biomarcadores de exosomas

Exosomas Mortifio
Microvesiculas Mortifio
Sobrenadante Mortifio
Exosomas Capuli
Microvesiculas Capuli
Sobrenadante Capuli

Tetraspaninas

Proteinas
ti - CD63
CD63, CD69 * e

;i'& .

anti - CD69

(60 kDa)

15007

Exosomas Naranjilla

Intensity (Int)

Proteinas CD63,
CD81, ALIX

Proteina ALIX
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Introduccion

Efecto angiogénico de los exosomas

Exosome

HSFs & HaCaT Angiogénesis

Mesenchymal stem cell (recipient cell)

(donor cells) ‘
e
° o' Proliferaciéon y
© o

W BN migracion de células
e endoteliales

= 1

/ @ Proliferationé FaCtoreS VEGF y FGF

: JUNB ——i E10 i
5 iR-27b € ™\ Migration
v
Cutaneous Wound Healing T ‘
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(Cheng et al., 2020; Nishida et al., 2006; Wilkinson & Hardman, 2020)
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Introduccion -

Reparacion de tejidos Células HaCaT (queratinocitos
epidérmicos humanos)

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Justificacion

Aplicacion de exosomas

Células vegetales -q C’:l'ﬁ'{; Exosomas Ingenieria de tejidos
, , |
Inyeccion Hidrogel Andamio Promocion de la neovascularizacion

y las vias angiogénicas

4

Compuestos bioactivos |

_. s
| l l ‘

Tejido danado Proliferacién y migracion de células

e | s [ wc Tl ] endoteliales, epiteliales y

<0 - e fibroblastos
= ESPE
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(Golchin et al., 2018; Hajialyani et al., 2018; Olejarz et al., 2020; Zapata et al., 2019)



Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto angiogénico de
exosomas derivados de dos
frutas andinas: naranjilla
(Solanum quitoense Lamarck,
Solanaceae) y mortifio
(Vaccinium meridionale Swartz,
Ericaceae), a nivel in vitro en
células HaCaT.

Objetivos especificos

Obtener exosomas de naranjilla (Solanum quitoense Lamarck,
Solanaceae) y mortifio (Vaccinium meridionale Swartz, Ericaceae)
por medio de cromatografia por exclusién de tamafio para su
cuantificacion y observacion

Determinar el efecto angiogénico a partir de la exposicion de los exosomas
de las frutas naranijilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y mortifio
(Vaccinium meridionale Swartz, Ericaceae) en la linea celular HaCaT

mediante ensayo de scratch, para comprobar si promueven la formacion de
nuevos vasos sanguineos en un entorno celular controlado.

Extraer RNAs de exosomas de las frutas naranjilla (Solanum
quitoense Lamarck, Solanaceae) y mortino (Vaccinium meridionale
Swartz, Ericaceae) con fenol e isotiocianato de guanidina para su
posterior analisis y cuantificacion.

Hipotesis

Los exosomas derivados de las frutas naranjilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) tienen un mayor potencial
terapéutico que los exosomas de mortifio (Vaccinium meridionale Swartz, Ericaceae) en procesos de cicatrizacion de heridas

cutaneas a nivel in vitro.
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Metodologia

P e e e e e e = = = = = = = = Extraccion de exosomas

Extraccion

300 g
— J

150 mL

-= 1

Extracto +
PBS 1X (5:1)

S

Centrifugacion

4°C
— (@ 400 g x 20 min
@ 800 g x 20 min
() 7600 g x 40 min
@ 7600 g x 40 min
_@ 7600 g x 60 min

§ o-ub‘O

—A

|
Microvesiculas

~—* Sobrenadante

I

—_—

\J Filtracion

M

|

|

aal

1,1 um

0,45 um

=

P e e = = = = = = = = = = = = = = = Purificacion
Purificacion mediante Purificacién Kit Exosome
Cromatografia por Exclusién de 10 mL 2mL Spin Columns (MW3000) |
tamafio (SEC) PBS 1X muestra (Invitrogen™) H
] N N e " 2 min
- S 750 g
Filtracién | |
porosa | | 12 fracciones 20 plL _
70 nm 1 mLc/u extracto v E S p E
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Metodologia
Caracterizacion de exosomas mediante TEM

10 pL exosomas @

N_ 10 pL acetato
de uranilo 2%

O 10 seg
rem=========== == — Extraccion RNA mediante TRIz0l - = = === === === === = =
Lisis celular  Separacidn de fases Lavado
- u Solubilizacion

FJ i |‘ v

\f | II||I \
| ‘ ‘ 1‘ —> 'T " '-_

500 uL exosomas
etOH Agua libre de

TRIzol Cloroformo  ARN enfase |sopropanol
acuosa (75%) nucleasas

Pellet ARN
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Metodologia

¥ 10 min / )
= —>

5.000 a 30.000 b 37°¢, 5% coo SouL 50 L Azul de tripan +
células T 24,48,72y9h i células 1:9
tripsina DMEM
i i | — NADH NAD* .
| Br ) ‘i};,
I I 24y48h I 4h 32h | = Ll, -t
> = — — - ‘ ‘ ‘ 1 “\*\ N"N.---vf-"5- g""::\“v"J“N-.N---v<.--4-5\.
g 37°C @ a?oc ] iAf:,‘ | !_{‘\‘_7_7_7-1.‘ f‘\l,_i::/‘ CH, '\\\ N l‘l,,- CH
i T I CH, CHs
100.000 c.elulas+ g 37°C, 5% COz 10 L MTT 570 nm MTT Formazan
tratamientos 100 pL SDS 10%
500.000 células + b E_F' To: scratch Tx: migracién
tratamientos -

3 raspados
Punta 1000 pL
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Resultados y discusion

Exosomas naranjilla

- Exosomas mortino 20

Purificacion de exosomas

Purificacion por kit

Kit

-
(3]
I

«/ Eliminacion sales

&/ Eliminacidon de contaminantes

Concentracion (mg/mL)
o
]

Concentracion (mg/mL)

Proteina

1
(<3000 MW)
0.5 l
® [ J
SEC 0.0 | |
EN EM
</ Depuracién intensa ) Exosomas
7 Recuperacion limitada Do
1 uﬁ; -

(Hasan et al., 2022; Izon Science Ltd, 2018; Jia et al., 2022; Santos-Coquillat et al., 2022; Sidhom et al., 2020)

[0,7087 mg/mL]

Proteina
[1,366 mg/mL]

Purificacion SEC

3

S
]

w
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N
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-
1

o
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Fraccion
‘. F4-F9

[3,833 mg/mL]

X
I ﬁ;_» F3-F10
O [3,930 mg/mL]
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Resultados y discusion

Caracterizacion de exosomas mediante TEM

o]
'S Morfologia
e semiesférica o
© ovalada hueca o
: :
(7]
e Q
g 2
E)
5
Histograma de tamaiio de EM Histograma de tamaiio de EN
15 15
o S 10 o
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0_
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Resultados y discusion

RNA a partir de exosomas de mortifio

- Ei\m EM2 EM3 - EM4
i JM'\ .‘I"\

I A
i 1]
IR : A
;c" I“\ e"l‘ "‘ i I‘ /\

: \‘ | ‘-“f ‘I\
o

Cuantificacion de RNAs
sample 1D Nucleic Acid 260/280 | 260/230
mple
(ng/plL)
‘ EM1 422 2,17 0,74
EM2 157.5 177 0,37
‘ EM3 3239 2,01 0,57
EM4 201,8 1,86 0,35
EMS 163,3 1,79 0,31
EMEB 83.6 1,69 0,26
EM7 61,7 167 0,21
EMB 2773 1,61 0,49

A230
</ Proteinas en estado
plegado
< Incorporacién de
sustancias y moléculas
activas

_______________________________

| miARNSs, ARNs, ARNLt,
i ARNm, ARNry ARNs largos
i no codificantes

1 molécula sRNA/10
exosomas
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RNA a partir de exosomas de naranijilla
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Cuantlflcaaon de RNAs

=

sample ID Nucleic Acid 260,/280(260/230
(ng/uL)
EN1 28,6 1,65 0,28
ENZ 525 1,66 0,26
EN3 46,3 1,68 0,25
ENd 74,8 1,69 0,22
ENS 577,3 16 0,35
ENG 1,77 0,33

(Ahlberg et al., 2021; Cenik, 2022; Eldh et al., 2012; Janas et al., 2015; Liu et al., 2009; Park & Marqusee, 2005)
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Resultados y discusion

Curva de crecimiento celular

Crecimiento de células HaCaT

i -e- 5000 .
5 2X10° Aumento en crecimiento celular vs
@ = 10000 . :
S 4x105 15000 Tiempo de cultivo
N —A— .7 7 .
S . “Adaptacion de las células al medio de
8 3%105- ~* 20000 it
o 5000 cultivo
E 2x10°- e /Proliferacion celular
3 1x105- "6~ 30000 Elevada densidad celular
XFactores de estrés significativos
0 | T
24 48 72 96
Tiempo
Tiempo (h)  Ec. exponencial R?
Modelo de 24 y=52921e%497%  0,9069
crecimiento —— 48 y=20336e%°11% 0,033
exponencial 72 y= 8785,5¢%°183% (9309
96 y=4119,9e¢%°23>%  0,8831
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Resultados y discusion

MTT EM Citotoxicidad mediante MTT MTT EN
150 150
o B 24 h B 24h
t_z _— 48 h L: *kk*k E *k k% *k W= 48h
S 1004 T 100-
© ©
© 3
5 5
— 50_
_E = :
R Procesos de X
0 autofagia 0-
\
& e o%%\%\)%o) e o%%%\%@ &o o%@f»%%@ ‘@g \f\f%%chQ
® \‘\‘19 AN ‘19 ® 06\‘\9'9‘1' S '1' N ® NI a»
q~ \p*\‘\ Q_\;,l.\p*\\ ~l~‘~l~‘ é ~l~~l~‘ ‘o
e’o@ee 099 +o+o°a;°e°a_, + "o"o
STEDST ST TS FEFHR
Tratamientos Tratamientos
Disminucién de la viabilidad en células Disminucion de la viabilidad en células
dependiente de la concentracion y el tiempo dependiente de la concentracion

Anadlisis estadistico: media + SEM, ANOVA de dos vias.

*p=0,0224, **p=0,0050, ***p=0,0001, Fdk ok p<0,0001, NS
ﬂ‘gt

(Baixauli et al., 2014; Guo & Lee, 2014; Martinez, 2022; Sanchez, 2022; Zhang et al., 2016) UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Resultados y discusion

Promedio area de raspado: 0.21 mm

DO D17

F . Ensayo de Scratch

Activacion de queratinocitos
= 8

EGFRy VEGF

: : Produccién metaloproteinasas de
g g matriz
; g Activacién de angiogénesis en
2 z células endoteliales
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Scratch con EMy EN

Resultados y discusion

Ensayo de Scratch

100 Control

DMSO
CoClI2
Mitomicina
Concavalina
EN Kit

EN gEV

EM Kit

EM gEV

% Cierre de raspado
o
o
IIIIIIIIIIIIIIIIIIII

0 » ———
0 4 7 11 12 14 17

LB N I N N B O R

Tratamientos
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Obtencidon de exosomas

\ e W
mediante SEC S
L.:.: g
L Mortino: 3,930 i 3
- ':.‘.
5 mg/mL. ‘
Naranijilla: 3,833
mg/mL. - T
v Morfologia .
' semiesférica )
“,_ ovalada hueca ) Determinacion del efecto
----------- - angiogénico en HaCaT

Efecto proliferativo
Exos naranjilla: 97,5%
Exos mortifo: 92,7%

Obtenidos mediante kit

|

\\7 Ny

A

Conclusiones

Extraccion de sRNA

Pools de extracciones de
SRNA
Exos mortino: 211,3875

ng/uL.
Exos naranjilla: 154,25

ng/ul

RNAEM1

_ RNAENS
/\ 5
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Recomendaciones

DLS
Citometria de flujo

Analisis por
nanoparticulas en
seguimiento

Analisis detallado

Composicion de exosomas

Analisis protedmico

Espectometria de
masas
Analisis de acidos
nucleicos

Analisis RNA

|dentificacion sRNA,
MiRNA, mRNA
(miR-214, miR-
125a, miR-146a)
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