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Resumen
La regeneracion tisular es un proceso vital y representa un drea de interés en la busqueda de terapias
alternativas. Los exosomas derivados de plantas, similares a los de mamiferos, han demostrado ciertas
propiedades angiogénicas. Se conoce que los extractos de naranjilla (Solanum quitoense Lam.) y mortifo
(Vaccinium meridionale Swartz), desempefian un papel clave en la regulacion de la proliferacién celular y
poseen compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Este estudio se centré
en la evaluacién del potencial angiogénico de los exosomas obtenidos de mortifio (EM) y naranjilla (EN)
en células HaCaT (Human epidermal keratinocyte cell line) a nivel in vitro. Por tanto, se procedio al
aislamiento y purificacion de los exosomas mediante cromatografia de exclusion de tamanio utilizando
una columna gEV Original, y se realizé una caracterizacion morfolégica mediante microscopia electrénica
de transmision (TEM). Posteriormente, se evalué su influencia en la viabilidad celular mediante un
ensayo colorimétrico utilizando el Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) y un
ensayo de scratch. Asimismo, se realizo la extraccion del sSRNA de los exosomas de ambas frutas. Los EM
presentaron una morfologia semiesférica ovalada con un didmetro en el rango de 18 a 56 nm, mientras
que los EN exhibieron un didmetro variante entre 30 a 70 nm. Se descubridé que los EM y EN poseian una
actividad celular antiproliferativa en las lineas celulares HaCaT dependiente del tiempo de exposiciény la
concentracidn para el primer caso y dependiente solo de la concentracion para el segundo. Los
resultados revelaron efectos angiogénicos similares en la proliferacidn celular, con un aumento del 97,5%
para EN y un incremento del 92,7% para EM. Ademas, el andlisis del RNA extraido sefialé diferencias en
la calidad y pureza entre las muestras de EM y EN. En conjunto, estos hallazgos establecen una base para
futuros ensayos in vitro que evallen la migracién y proliferacion celular, destacando la relevancia del
método de obtencidn de exosomas y su potencial aplicacion en el ambito de la cicatrizacién de heridas

cutaneas.

Palabras clave: vesiculas extracelulares, frutas andinas, células epiteliales, miRNA exosomal
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Abstract
Tissue regeneration is a vital process and represents an area of interest in the search for alternative
therapies. Plant-derived exosomes, similar to those of mammals, have demonstrated certain angiogenic
properties. It is known that extracts from naranijilla (Solanum quitoense Lam.) and mortifio (Vaccinium
meridionale Swartz) play a key role in the regulation of cell proliferation and possess bioactive
compounds with antioxidant and anti-inflammatory properties. This study focused on evaluating the
angiogenic potential of exosomes obtained from mortifio (EM) and naranjilla (EN) in HaCaT cells (Human
epidermal keratinocyte cell line) in vitro. Therefore, exosomes were isolated and purified using size-
exclusion chromatography with a qEV Original column, and morphological characterization was
performed using transmission electron microscopy (TEM). Subsequently, their influence on cell viability
was assessed through a colorimetric assay using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) and a scratch assay. Additionally, SRNA was extracted from exosomes of both fruits. EM
exhibited a semi-spherical oval morphology with a diameter ranging from 18 to 56 nm, while EN showed
a variable diameter ranging from 30 to 70 nm. It was discovered that EM and EN had a time-dependent
and concentration-dependent antiproliferative activity on HaCaT cell lines, respectively. The results
revealed similar angiogenic effects on cell proliferation, with an increase of 97.5% for EN and an
increment of 92.7% for EM. Furthermore, the analysis of extracted RNA indicated differences in quality
and purity between EM and EN samples. In conclusion, these findings establish a foundation for future in
vitro assays evaluating cell migration and proliferation, underscoring the relevance of exosome isolation

methods and their potential application in the field of cutaneous wound healing.

Keywords: extracellular vesicles, Andean fruits, epithelial cells, exosomal miRNA
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Capitulo I: Introduccién
Antecedentes
Los exosomas son pequefias vesiculas a la escala nanométrica de origen membranosas (30-100
nm) secretadas por diversas células mamiferas, ricas en ARNm y microARN, que pueden transferirse a
células vecinas o distantes y desempefiar un papel importante en la comunicacién intercelular (Xiao et
al., 2018). En la actualidad, se han caracterizado y demostrado estructuras similares a los exosomas

mamiferos en nanoparticulas derivadas de plantas (Zhang et al., 2016).

Ahora bien, el proceso de cicatrizacidon de heridas en la piel es complejo y se compone de varias
etapas superpuestas, incluyendo la hemostasia/coagulacidn, la inflamacidn, la proliferaciony la
remodelacién. Para esto, es crucial la comunicacién entre las células residentes y las células del sistema

inmunoldgico (Bray et al., 2021; Wilkinson & Hardman, 2020).

Se ha evidenciado que los miARN desempefian un papel crucial en la regulacion de la funcién de
las células epiteliales y tienen un impacto significativo como moduladores de la angiogénesis. En
particular, se ha reportado que la familia de miARN-30 tiene la capacidad de dirigirse a estas células
promoviendo la transicidn epitelial a mesenquimal, influyendo asi en el proceso de angiogénesis (Bridge

etal., 2012; Gong et al., 2017).

Por su parte, los metabolitos secundarios, como los flavonoides, desempefian un papel
defensivo importante y poseen un potencial antioxidante en el tejido vegetal (Amid et al., 2011; Fazal et
al., 2016). Asimismo, las antocianinas presentan un gran potencial antioxidante, contribuyendo a la
reduccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Zapata et al., 2019). En este sentido, se ha
demostrado que los extractos no etandlicos de Vaccinium meridionale y Solanum quitoense, son ricos en
antocianinas, tienen efectos neuroprotectores, reducen la neuroinflamacién y promueven la
supervivencia de las células nerviosas, lo que las hace beneficiosas en una amplia gama de trastornos

neuroldgicos (Lopera et al., 2013; Nile & Park, 2014).



17

Justificacién

La cicatrizacién de heridas es un proceso fisiolégico que sufre hemostasia, inflamacién,
angiogénesis, proliferacidn de fibroblastos, depdsito de coldgeno y remodelacidn tisular (Leoni et al.,
2015; Yates et al., 2012). En consecuencia, dentro de la ingenieria de tejidos, se desarrollan nuevos
enfoques terapéuticos de compuestos derivados a partir de plantas con cualidades que permitan
suprimir la produccién de citoquinas proinflamatorias, la reduccidn de factores oxidativos, el aumento de
las enzimas antioxidantes, la promocion de la neovascularizacidn y las vias angiogénicas (Hajialyani et al.,

2018).

En este marco, los exosomas derivados de plantas, con un tamafio entre los 30 nm hasta los 100
nm, que han sido aislados y caracterizados fisica y biolégicamente en el tejido vegetal de varias especies
(Trentini et al., 2022), poseen caracteristicas similares a los exosomas de mamiferos, con propiedades

antiinflamatorias, antiproliferativas y anticancerigenas (Fazal et al., 2016).

Las heridas crénicas tienen consecuencias negativas para los pacientes, como el sufrimiento de
dolor, la disminucién de la capacidad productiva, un impacto significativo en la calidad de vida y un
incremento en el riesgo de mortalidad (Olsson et al., 2019). En Ecuador, existe una escasa informacion
sobre la epidemiologia de las lesiones de piel y su impacto en los pacientes, cuidadores, instituciones de
salud y el sistema sanitario en general. Esto genera una alta demanda de cuidados relacionados con la

prevencion y tratamiento de estas lesiones (Camacho, 2017).

El presente proyecto de integracidn curricular tiene como objetivo evaluar el efecto angiogénico
de los exosomas derivados de dos frutas andinas, la naranjilla y el mortiiio, en células HaCaT en un
entorno in vitro. Se espera que los resultados de esta investigacion contribuyan al desarrollo de terapias

para mejorar la cicatrizacion de heridas cutdneas.
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Objetivos
Objetivo general
Evaluar el efecto angiogénico de exosomas derivados de dos frutas andinas Naranjilla (Solanum

quitoense Lam.) y Mortifio (Vaccinium meridionale Swartz) a nivel in vitro en células HaCaT.

Objetivos especificos

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

2. Determinar el efecto angiogénico a partir de la exposicién de los exosomas de las frutas
naranjilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y mortifio (Vaccinium meridionale Swartz,
Ericaceae) en la linea celular HaCaT mediante ensayo de scratch, para determinar si promueven
la formacidn de nuevos vasos sanguineos en un entorno celular controlado.

3. Extraer RNAs de exosomas de las frutas naranjilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y
mortifio (Vaccinium meridionale Swartz, Ericaceae) con fenol e isotiocianato de guanidina para

su posterior analisis y cuantificacidn.

Hipdtesis
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 cicatrizacidn de heridas cutaneas a nivel in vitro.
Capitulo II: Revision de la literatura
Vesiculas extracelulares
Las vesiculas extracelulares son un conjunto diverso de vesiculas generadas por células que

estan rodeadas por una capa doble de lipidos (Théry et al., 2009). Estas vesiculas contienen una variedad
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de proteinas, acidos nucleicos, sustancias quimicas y moléculas estructurales que se originan en la célula

madre (Joshi et al., 2020).

Los exosomas son vesiculas intraluminales generadas por invaginacion inversa de los cuerpos
multivesiculares (MVBs) dentro de las células antes de su secrecién mediante la fusidén de los MVBs con
la membrana plasmatica (ver fig. 1) (Harding et al., 2013). Mientras que, las microparticulas (MPs) o
microvesiculas, también conocidas como vesiculas liberadas o ectosomas, se desprenden directamente
de la membrana plasmadtica de las células (Burger et al., 2013). Por su parte, las vesiculas extracelulares
llamadas cuerpos apoptoticos (ABs) son liberadas por células apoptéticas y rapidamente fagocitadas por

células fagociticas (El Andaloussi et al., 2013a; Théry et al., 2009).

Figural

Formacidn de vesiculas extracelulares (EV) de células madre mesenquimales (MSC) y comunicacion
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Nota. (a) La formacion de exosomas comienza con la endocitosis del endosoma temprano (EE)

para formar vesiculas intraluminales (ILV) dentro del endosoma multivesicular (MVE). Los exosomas se
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liberan mediante la fusion del MVE con la membrana plasmatica. Las microvesiculas se liberan por
ectocitosis/brotacién desde la membrana plasmatica. Los cuerpos apoptéticos contienen organulos
fragmentados de células en apoptosis. (b) Algunos de los contenidos seleccionados de los EV que
contribuyen a la cicatrizacidn de heridas. (c) Una vez liberados, los EV interactian con una célula
receptora mediante receptores de membrana, desencadenando sefalizacion intracelular. Ademas, los EV
pueden entregar su carga mediante endocitosis y fusién en un MVE o fusién directa con la membrana
plasmatica. Cuando los EV se lisan en el espacio extracelular, los contenidos liberados actuan sobre las

células receptoras. Obtenido de Bray et al. (2021).

Exosomas

Composicion de los exosomas

Los exosomas derivados de diferentes tipos de células contienen un conjunto central de
proteinas idénticas, que incluyen miembros de la familia de las tetraspaninas (CD9, CD63, CD81 y CD82),
miembros del complejo ESCRT [proteina de susceptibilidad a tumores 101 (TSG101), proteina interactora
de ALG-2 (Alix)] y proteinas de choque térmico (Hsp60, Hsp70, Hsp90) (ver fig. 2) (McAndrews & Kalluri,

2019).

Se ha observado que el material genético ARN (incluyendo ARNm, microARN [miARN] y otros
ARN no codificantes), el ADN y los lipidos se incorporan activamente y de forma selectiva en las vesiculas
intraluminales (ILVs), que se encuentran dentro de los endosomas multivesiculares (MVEs) y son los
precursores de los exosomas (van Niel et al., 2018). Ademas de explicar la presencia de proteinas de
membrana en los exosomas, se postula que el proceso de formacidn de las ILVs mediante la invaginacion
de las membranas endosomales permite la captura de proteinas citosélicas y otros componentes en el

interior de las vesiculas (Jeppesen et al., 2019; Mathieu et al., 2019; van Niel et al., 2018).



Figura 2

Marcadores y biomoléculas empaquetadas (carga) en los exosomas
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Los exosomas son membranas lipidicas con un didmetro de 40 a 150 nm, generados

constitutivamente debido a la gemacidn interna de la membrana plasmatica para formar endosomas

tempranos (Doyle & Wang, 2019; Villa et al., 2019), los cuales integran la [dmina circundante para generar

vesiculas intraluminales (ILV), que encapsulan exosomas dentro de MVBs (Kim et al., 2022).

Los MVBs son organulos endosomales esféricos presentes dentro de las células que contienen

varias vesiculas pequefias formadas por un proceso de invaginacion de la membrana que rodea al

endosoma (ver fig. 3). Su funcién principal es transportar cargas endocitadas hacia compartimentos

lisosomales/vacuolares para su degradacidn. Ademas, los MVBs también tienen la capacidad de incorporar



22

proteinas recién sintetizadas que estan destinadas a los mismos compartimentos lisosomales/vacuolares

(Dad et al., 2021).

La posterior fusion de MVB con la membrana plasmatica conduce a la secrecién de exosomas hacia
el espacio extracelular (Hessvik & Llorente, 2018). Al poseer igual topologia que las células de origen, los
exosomas pueden transportar cargas quimicas con caracteristicas inocuas al entorno (Farooqi et al., 2018)
y realizar varias funciones, como transmitir sefales a las células receptoras y reconocer moléculas de

presentacién de antigenos en la comunicacién de célula a célula (Lindenbergh & Stoorvogel, 2018).

En este sentido, la salida de los exosomas del confinamiento endosémico es un requisito para
acceder a objetivos citoplasmicos en la célula huésped, como la maquinaria del complejo de

silenciamiento inducido por ARN (RISC) para los microARN (miARN) (Joshi et al., 2020).
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Figura 3

Biogénesis de las nanovesiculas similares a exosomas de plantas (Plant Exosome-like Nanovesicles,
PELNVs) y sus funciones en la fisiologia de las plantas

Fuctions of PELNVs on plant physiology
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Nota. Los PELNVs se forman mediante el brote interno de los MVBs con el contenido en una orientacion

similar a la de la plasmalema, y la fusién de los MVBs con la plasmalema permite la liberacién de los

PELNVs. Obtenido de Dad et al. 2021.

Funciones bioldgicas de los exosomas

Investigaciones sugieren que las vesiculas extracelulares, ejercen una influencia significativa al
interactuar con receptores celulares mediante ligandos proteicos y lipidos bioactivos, lo que posibilita la
fusion de su contenido de membrana con la membrana plasmatica de las células receptoras (El

Andaloussi et al., 2013b; Y. Lee et al., 2012).
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Al llevar efectores esenciales como factores de transcripcion, oncogenes, ARN reguladores no
codificantes (como microARNs o miARNs), ARN mensajeros e incluso particulas infecciosas a las células
receptoras, estas vesiculas cumplen una funcion vital en la regulacidn celular. De esta manera, su papel
abarca funciones cruciales para el funcionamiento normal del organismo, como la preservacién de

células madre, la reparacion de tejidos, la vigilancia inmunitaria y la coagulacion sanguinea.

Diversos estudios han relacionado a las vesiculas extracelulares con el mantenimiento y
plasticidad de las células madre, lo que sugiere que las vesiculas extracelulares provenientes de células
madre juegan un papel fundamental en los procesos de regeneracion de tejidos después de una lesion

(Giovanni et al., 2011; Lai et al., 2011; Ratajczak et al., 2012).

En este contexto, los exosomas, como una clase de vesiculas extracelulares, desempefian un
papel esencial en la comunicaciéon entre células, el mantenimiento celular y el avance de procesos
tumorales (Doyle & Wang, 2019). Estas evidencias subrayan la relevancia fundamental de las vesiculas
extracelulares en diversos procesos bioldgicos y su potencial en el ambito de la comunicacién celular y la

medicina regenerativa.

Métodos de aislamiento y purificacion de exosomas
Ultracentrifugacion

El proceso de separacion de exosomas y otras EVs de la matriz extracelular se basa en su
densidad, tamafo y forma, donde las particulas de mayor tamafio y densidad son las primeras en
sedimentar (Livshts et al., 2015). En este sentido, la matriz se purifica ain mas mediante los pasos de
filtracion de 0.22 um y centrifugacion a 10,000x g, lo cual permite la eliminacién de EVs mas grandes y
cuerpos apoptdticos. No obstante, este método es lento y requiere grandes volimenes iniciales de
muestra (>100 mL), lo que dificulta procesar varias muestras bioldgicas en poco tiempo (Sidhom et al.,

2020).
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Es posible aumentar el rendimiento de los exosomas utilizando tiempos de centrifugacion mas
prolongados durante las rotaciones a 100,000x g. Sin embargo, si se excede las 4 horas de
centrifugacidn, se provoca un dafio mecdnico significativo en los exosomas y se aumenta la
contaminacion de proteinas solubles en la preparacion final (Cvjetkovic et al., 2014; Zeringer et al.,

2015).

Ultrdfiltracion

El principio fundamental de la filtracién por ultrafiltraciéon (UF) implica el uso de una membrana
con un diametro de poro especifico o un corte de peso molecular (MWCO) para separar particulas
dentro de un rango de tamafio predeterminado. Por lo tanto, se trata de una tecnologia de aislamiento
basada en el tamafio (Xu et al., 2017). A partir de este principio, se han desarrollado dos tipos de
dispositivos de ultrafiltracién: la ultrafiltracién en configuracién en tdndem vy la ultrafiltracién secuencial.
La recuperacion de exosomas depende del tipo de filtro utilizado. La UF puede reducir drasticamente el
tiempo de procesamiento y no requiere equipo especializado (W. zhao Liu et al., 2022; Vergauwen et al.,

2017).

En el proceso es posible implementar una secuencia de ultrafiltracién que comienza con el
empleo de un filtro de membrana de 100 nm con el propésito de eliminar los residuos celulares (P. Li et
al., 2017). Posteriormente, el liquido filtrado se somete a una ultrafiltracion tangencial con un limite de
peso molecular de 500 kDa, seguida de una diafiltracién para reducir la presencia de contaminantes. Al
finalizar cada paso, se procede al lavado de los filtros de membrana para optimizar la recuperacién de los

exosomas (Xu et al., 2017).

Sin embargo, un problema evidente es la obstruccion de las membranas, lo cual disminuye la
vida util de las membranas costosas y resulta en una eficiencia baja. Las técnicas de filtracion de flujo

tangencial (TFF) ofrecen una solucidn ideal. La TFF adopta la forma de filtraciéon de flujo cruzado. La
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componente de flujo tangencial evita la formacién de la capa de polarizacion de concentracién, lo cual

puede reducir de manera significativa el flujo de permeacidn (Ghosh, 2006).

Cromatografia por exclusion de tamano (SEC)

En el SEC, el fluido bioldgico inicial actia como fase mévil, mientras que un polimero de gel con
filtracion porosa desempefia el papel de fase estacionaria (Boing et al., 2014). Gracias a la naturaleza de
esta fase estacionaria, se logra una elucidn diferencial, permitiendo que las particulas de mayor tamaio
sean las primeras en eluir, seguidas por las vesiculas mas pequeiias y, finalmente, las proteinas no unidas

a membranas.

Esta selectividad se debe a que las particulas mds grandes tienen menos poros que atravesar, lo
gue les permite recorrer un trayecto mas corto hacia el extremo de la columna y, como resultado, eluir

de manera mas rapida en comparacion con sus contrapartes de menor tamano (Sidhom et al., 2020).

Inmunoafinidad

El fundamento de esta metodologia se basa en la interaccién dindmica entre antigenos y
anticuerpos. Es crucial que la proteina de interés se encuentre en la membrana del exosoma y que no
esté disuelta en el entorno circundante (F. Yang et al., 2017). No obstante, la alta especificidad inherente
a este método puede dificultar el aislamiento de exosomas en una poblaciéon exosomal heterogénea
(Santana et al., 2014). Para llevar a cabo esta técnica, se utilizan perlas magnéticas que han sido
revestidas con estreptavidina. Estas microesferas se unen a anticuerpos de captura biotinilados
especificos que se dirigen a los marcadores superficiales de los exosomas. Otras metodologias
convencionales emplean microesferas magnéticas recubiertas con anticuerpos para enriquecer
exosomas, dirigidos a proteinas marcadoras de exosomas como CD9, CD63 y CD81 (K. O’Brien et al.,

2022).
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Precipitacion

Se emplea un polimero con el fin de capturar los exosomas, los cuales son luego precipitados a
partir de la muestra. El polietilenglicol (PEG), es el polimero mas frecuentemente empleado en el
aislamiento de exosomas, efectivamente fomenta la concentraciéon y aumenta significativamente el
rendimiento de exosomas (Weng et al., 2016), tiene la propiedad de retener agua y provocar la
precipitacién de particulas de menor solubilidad (P. Li et al., 2017). En este enfoque, las muestras se
incuban junto con una solucién de PEG a una temperatura de 4 °C durante la noche. Después de esta
incubacién, se pueden llevar a cabo una serie de pasos de separacidn, como la filtracién y la
centrifugacion, para continuar procesando el precipitado que contiene los exosomas (Helwa et al., 2017;

L. Zhu et al., 2020).

No obstante, la considerable contaminacién con proteinas plasmaticas limita la utilidad de las
técnicas de precipitacién para el andlisis protedmico de los exosomas provenientes del plasma humano.
Ademads, los exosomas aislados mediante métodos de precipitacidn podrian contener biopolimeros que
pueden complicar el andlisis posterior de las muestras, incluyendo la espectrometria de masas, el
analisis protedmico y las pruebas de ARN. Sin embargo, la incorporacion de un paso de prefiltracion
eficiente a través de un filtro de 0.22 um o un paso de purificacién posterior a la precipitacion, que
incluya centrifugacion, filtracién o filtracidn en gel, puede limitar la contaminacién con impurezas no

exosomales presentes en las muestras (Lobb et al., 2015).

Caracterizacion de exosomas mediante Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Las estructuras a nivel nanométrico resultan dificiles de resolver mediante la microscopia de luz
convencional. Por ende, la TEM se presenta como una poderosa alternativa para examinar con detalle
caracteristicas delicadas cuyas dimensiones caracteristicas son inferiores a 100 nm (Zhang et al., 2008).
La TEM ha sido ampliamente utilizada en campos como la ciencia bioldgica y la ingenieria de materiales

(C.Y. Tang & Yang, 2017).
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El fundamento primordial de esta técnica radica en la utilizacidn de electrones con el propdsito
de adquirir representaciones visuales minuciosas de muestras de naturaleza ultrafina. En el contexto de
la TEM, una corriente de electrones atraviesa la muestra, interactuando con sus elementos
constituyentes y posteriormente es captada con el fin de plasmar una imagen en una pantalla o detector

especializado (Zhang et al., 2008).

Dentro de sus beneficios mds destacados se encuentra su capacidad de alcanzar una resolucién
sumamente elevada, su amplio espectro de magnificacidn (que habilita la caracterizacion de
microestructuras desde la escala micro hasta la nanométrica en una sola sesion) y la generacion de
sefiales resultantes de la interaccidn de los electrones (empleadas para la obtencion de imagenes tanto
estructurales como quimicas). Por otro lado, es pertinente mencionar ciertas limitaciones, como la
necesidad de mantener condiciones de vacio dptimas para evitar la dispersion durante el trayecto hacia
la muestra, y la consideracién de la alta energia electrénica (cuya interaccidn con los materiales esta

intrinsecamente ligada a su energia cinética) (Inkson, 2016).

RNAs exosomales

Los ARN no codificantes son transcritos de ARN producidos internamente que no tienen la
capacidad de codificar proteinas. Dentro de esta categoria, se encuentran los miARN, pequefias
moléculas de ARN (de 18 a 24 nucleétidos) que regulan la expresion de genes especificos al modular los

procesos de transcripcidn y traduccidn de proteinas (Shi et al., 2015).

En la actualidad, se han encontrado exosomas que contienen proteinas y ARNs en plantas como
el jengibre, la zanahoria, la sandia, las uvas, las aceitunas y las semillas de meldn (Z. Zhao et al., 2018).
En este sentido, los miARN de las plantas pueden resistir la actividad de las enzimas digestivas y el pH
bajo a lo largo del tracto gastrointestinal debido a su metilacién y alto contenido de GC (Bellato et al.,

2019; Zhou et al., 2015). En consecuencia, algunos estudios respaldan la idea de que los miARNs de
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plantas derivados de la dieta estan presentes en la sangre y tejidos, regulando la expresion génica

endogena en animales (Luo et al., 2017; K. Zhu et al., 2017).

Los miARN interactian con el ARNm objetivo a través de una complementariedad secuencial, lo
que puede resultar en la degradacion del ARNm o en la represidn de la traduccion. En el caso de las
plantas, los ARNm objetivo presentan sitios de unién altamente complementarios a los miARN y
presencia de una metilacidn en el grupo 2'-0 del ultimo nucledtido en el extremo 3' del miARN maduro,
caracteristicas que no se encuentran en los miARN animales (Kalarikkal & Sundaram, 2021; J. O’Brien et
al., 2018). Asimismo, los microARN de plantas se sintetizan en el nucleo y luego se trasladan al
citoplasma, donde los pri-microARN se someten a un clivaje inicial por la enzima Dicer-like (DCL) (Bellato

et al., 2019).

Rol del RNA exosomal en la comunicacion célula a célula

Se ha planteado que los miARN de plantas son liberados por células daifadas durante la
masticacion, y posteriormente, son transportados a las células epiteliales intestinales. En estas células,
existe la posibilidad de que se integren en vesiculas como exosomas o microvesiculas, para finalmente
acceder al sistema circulatorio con el propdsito de ser entregados a las células objetivo, lo cual podria

tener implicaciones significativas en la regulacion génica (Bellato et al., 2019).

La primera indicacidn directa de la transferencia de miARN de plantas a humanos a través de los
alimentos fue presentada por Zhang et al. (2012) donde se demostré que el miARN del arroz (osa-
miR168a) se mantiene estable en sueros y tejidos de animales y humanos, dirigiéndose especificamente
al receptor adaptador de lipoproteinas de baja densidad (LDLRAP1) en el higado, lo que disminuye la

eliminacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) del plasma.

Asimismo, un descubrimiento realizado por Chin et al. (2016) revel6 que el miR159 de origen

vegetal podria ser absorbido desde ciertos tipos de fuentes alimenticias por los sueros humanos en
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sujetos occidentales, a niveles que guardaban una correlacidon inversa con la incidencia y progresién del
cancer de mama en pacientes. Este equipo de investigacidon también identificé un imitador sintético del
miR159 vegetal, capaz de inhibir la proliferacién celular en un modelo in vitro al dirigirse a TCF7, que
codifica un factor de transcripcion asociado a la via de sefializacién de la integracién del sitio relacionado
con Wingless (Wnt), lo que conlleva una disminucién en los niveles de proteina del factor de
transcripcion MYC en las células de cdncer de mama. Ademas, la administracién oral del imitador de
miR159 suprimid significativamente el crecimiento de tumores de mama en ratones utilizando modelos

in vivo (Wang et al., 2018).

Cicatrizacion de heridas

La piel actia como una barrera de defensa primaria, protegiendo las estructuras internas contra
la deshidratacién y los dafios causados por factores mecanicos, quimicos, térmicos y de luz (Takeo et al.,
2015), desarrollando mecanismos rapidos y eficientes para cerrar las brechas en su barrera y curar

heridas.

Un proceso de reparacion de tejidos se divide clasicamente en cuatro fases principales:
hemostasia, inflamacién, proliferacién y remodelacién dérmica (Juncos et al., 2020), respuesta inmune
gue protege contra infecciones patdgenas y al mismo tiempo respalda a los microorganismos
comensales a través de una adaptaciéon del eje huésped-microbiota (Naik et al., 2015; Wilkinson &

Hardman, 2020).

Hemostasia
La hemostasia se inicia al detectar lesiones en los microvasos, y el mecanismo de reflejo
neuronal promueve la contraccidn de las células musculares lisas vasculares, lo que permite la rapida

constriccion de los vasos lesionados (Velnar et al., 2009).
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Para prevenir el sangrado excesivo, se activa la hemostasia cuando se detectan lesiones en los
vasos sanguineos mas pequerios (J. Li et al., 2007). El sistema nervioso desencadena una respuesta de
contraccién en las células musculares lisas de los vasos, lo que permite que se estrechen rapidamente y

reduzcan el flujo sanguineo en las areas dafiadas (Juncos et al., 2020).

Inflamacion

Durante las etapas iniciales de la inflamacidn, se observa la presencia predominante de
neutréfilos y monocitos en el sitio de la lesidn. Los neutréfilos migran hacia las células endoteliales que
rodean el area de la herida, de 24 a 36 horas después de la lesion. Este proceso estd mediado por
factores quimiotacticos como la interleucina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), TGF-B,
componentes del complemento y péptidos derivados de metionil formil bacteriana (Juncos et al., 2020).
A medida que la inflamacién progresa, el nimero de neutréfilos disminuye y los macréfagos (monocitos

gue se han diferenciado en el tejido) se vuelven mas predominantes (Li et al., 2007).

Proliferacion

Durante la fase proliferativa de la cicatrizacién de heridas, los queratinocitos, los fibroblastos, los
macrofagos y las células endoteliales se activan de manera extensiva para coordinar el cierre de la
herida, la deposicién de matriz y la angiogénesis (Bray et al., 2021). Esta fase se caracteriza por la
formacion de nuevos vasos sanguineos en la herida, proceso conocido como angiogénesis (Olsson et al.,

2019).

La migracién de los fibroblastos hacia la zona de la herida marca el inicio de la fase proliferativa
(Nowak-Sliwinska et al., 2018). Estas células activadas producen una variedad de sustancias, como
citoquinas, quimiocinas, factores de crecimiento, metaloproteinasas e hipoxia, que estimulan la
formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) y otros procesos implicados en la cicatrizacién de

heridas (Kang et al., 2016).
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Remodelacion dérmica
En esta etapa los fibroblastos son responsables de reemplazar el coagulo inicial de fibrina con
sustancias como la fibronectina y proteoglicanos, y posteriormente forman fibrillas de colageno maduras

a medida que avanza el proceso de reparacion (ver fig. 4) (Wilkinson & Hardman, 2020).

Durante la fase de remodelacién de la cicatrizacién de heridas, ocurre una sustitucion de la
matriz extracelular provisional por fibras de coldgeno mas gruesas y organizadas, lo que resulta en un
aumento gradual de la resistencia a la traccién a lo largo de varios meses (Broughton et al., 2006).
Ademas, la herida experimenta contraccidn, la cual es llevada a cabo por los miofibroblastos. En caso de
gue alguna fase del proceso de curacidn se vea interrumpida, pueden desarrollarse cicatrices atréficas,

cicatrices hipertroficas, queloides y heridas crénicas (Bray et al., 2021).
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Figura 4

Proceso de cicatrizacion en adultos multicelulares
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Nota. (a) Una piel intacta con un capilar subyacente en su estado previo a la lesién. (b) Etapa de
hemostasia. (c) Fase inflamatoria. (d) Fase de proliferacion y migracion. (e) Fase de resolucidn y

remodelacion. Adaptado de Sonnemann et al. (2011).

Angiogénesis

La angiogénesis es un proceso que implica la formacién de nuevos vasos sanguineos (Hicklin &
Ellis, 2005; Mashouri et al., 2019). En respuesta a una lesion, las células endoteliales microvasculares
experimentan un proceso de proliferacidon y migracién hacia el area afectada, donde generan nuevos
vasos sanguineos que se fusionan con otros para establecer una red tubular estable y funcional

(Spannuth et al., 2008).
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En este sentido, la hipoxia desencadena el proceso de angiogénesis al activar la produccién de
factores inducibles por hipoxia (HIFs) y la ciclooxigenasa 2, lo que a su vez resulta en la liberacion de

VEGF y otros factores (Huang et al., 2005; Wilkinson & Hardman, 2020).

Por su parte, la via de sefializacién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)/receptor
del VEGF (VEGFR) y otros factores de crecimiento endotelial, regulan la angiogénesis al unirse a
receptores en la superficie de las células endoteliales normales, estimulando asi el crecimiento y la

supervivencia de los nuevos vasos sanguineos (Momeny et al., 2017).

Durante el proceso de proliferacidn, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
desempeiia un papel crucial al prevenir la apoptosis de estas células mediante la regulacién positiva de
proteinas antiapoptéticas, como BCL-2 (Mashouri et al., 2019). Ademas, se ha observado que la matriz
de fibrina, presente en el entorno de la herida, estimula la angiogénesis al inducir cambios fenotipicos en
las células endoteliales, lo que a su vez promueve su migracion hacia el sitio de la lesién y contribuye al

proceso de formacidn de nuevos vasos sanguineos (Katoh, 2013).

Efecto angiogénico de los exosomas

Los exosomas liberados por células tumorales desempefian un papel clave en la induccién de la
formacion de nuevos vasos sanguineos (Ahmadi & Rezaie, 2020). Estos exosomas transportan factores
angiogénicos como el VEGF, el factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento de los fibroblastos basico (bFGF), el factor de
crecimiento transformante B (TGF-B), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la interleucina-8 (IL-8),

entre otros (Nishida et al., 2006).

En particular, los exosomas liberados por las células de punta endotelial, que son las células
lideres en los extremos de los brotes vasculares, contienen niveles elevados de la proteina delta-like-4

(DlI-4), la cual activa la via Notch en las células endoteliales microvasculares adyacentes, induciendo la
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formacion de nuevos capilares (Sharghi-Namini et al., 2014). Se ha demostrado que los exosomas
derivados de Triticum aestivum (trigo) tienen una potente capacidad inductora de angiogénesis in vitro
en células endoteliales, demostrando efectos en la proliferacién y migracion de células endoteliales,
epiteliales y fibroblastos dérmicos, asi como niveles de ARNm del colageno tipo | en el proceso de

cicatrizacién de heridas (Sahin et al., 2019).

En la actualidad, los reemplazos de piel se han convertido en una alternativa terapéutica para
abordar la mayoria de las lesiones cutaneas, gracias al uso de andamios biocompatibles combinados con
células madre y sustancias biolégicamente activas (Shafiei et al., 2021). Un reemplazo de piel 6ptimo
debe caracterizarse por su notable porosidad y permeabilidad, lo que favorece sus propiedades curativas
(Aderibigbe & Buyana, 2018). En consecuencia, los fibroblastos, al reconocer y absorber los EXOs
diferenciados derivados de células madre del tejido adiposo (ADSCs), pueden modificar sus funciones,

entre ellas migracidn, replicacidn y sintesis de colageno (Hu et al., 2016).

Ensayo de scratch

El ensayo scratch in vitro es una técnica que estudia la migracion celular. Consiste en crear un
gap o raspado en un monocapa celular confluyente, lo que induce el movimiento de células hacia la
apertura para cerrar el "raspado” y restablecer contactos célula-célula. Se capturan imagenes al principio
y en intervalos regulares durante la migracidn para determinar la velocidad de migracion celular (Liang et

al., 2007).

En este sentido, Zhao et al. (2018) estudio la internalizacion de 100 pg/uL de exosomas
derivados de células estromales mesenquimales corneales humanas (cMSC) por parte de células
epiteliales corneales humanas (HCECs) in vitro mediante un ensayo de scratch, donde tras un periodo de
72 horas de tratamiento, las HCECs exhibieron una reduccién notable en el area de raspado, de hasta

77.5% de cicatrizacidn corneal en comparacién con el grupo de control.
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Asi también, Rahman et al. (2016) encontrd que los exosomas obtenidos a partir de células
cancerosas altamente metastasicas presentes en suero humano de cancer de pulmén, asi como aquellos
provenientes de suero de cancer de pulmén en etapas avanzadas, inducen a la migracion, invasiény
proliferacion en células epiteliales bronquiales humanas no cancerosas receptoras (HBECs) en un
experimento de raspado. En el ensayo, demostraron que los exosomas (a una concentracién de 20 ug/pl)
fueron internalizados por las células HBEC en confluencia durante un periodo de 16 horas. Luego, se
procedid a realizar un raspado en las células y se tomaron imagenes en los momentos designados (0

horas y 12 horas).

Es posible inferir que entre las ventajas de este método se encuentra su capacidad para simular
la migracién celular en condiciones in vivo. Ademas, replica los patrones de migracion observados en
células conectadas de manera flexible (como los fibroblastos) o en capas de células (como las células
epiteliales) durante la migracién in vivo (Cory, 2011). Asimismo, es un método sencillo para estudiar la
migracion celular in vitro y solo requiere suministros comunes y econdmicos que se encuentran en la

mayoria de los laboratorios capaces de cultivar células (Bobadilla et al., 2019).

Una desventaja de este ensayo es que requiere mas tiempo para llevarse a cabo en comparacion
con algunas técnicas mas rapidas. Se precisa de un periodo de uno a dos dias para que se forme una
monocapa de células y luego de 8 a 18 horas adicionales para que las células migren y cierren la herida.
También dependera del area de raspado y de la concentracion tanto de células como de tratamiento

aplicado (Liang et al., 2007).

Vaccinium meridionale Swartz (mortifio)
Generalidades
El mortifio es una fruta endémica y exclusiva de la regién de los Andes, especificamente en

Ecuador, Colombia y Pert (Kumar et al., 2019). Es un arbusto ramificado que puede alcanzar hasta 2.5
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metros de largo. Su fruto es una baya de 5 a 10 mm de didmetro, de color rojo oscuro, con un sabor acido
y agrio. Sus hojas son diminutas, con bordes dentados o lobulados y venas dispuestas en forma de

pinnadas (ver fig. 5) (Coba et al., 2012).

Sus flores son pequeiias, midiendo menos de 1 cm, y pueden presentarse solitarias o en racimos.
El cdliz puede estar unido o no al pedicelo, y el hipanto tiene una forma redondeada con 5 Iébulos
lanceolados. La corola, en forma de urna, puede ser de color blanco o rosado, con 5 I6bulos que se curvan
hacia atras. Los estambres, de 8 a 10 en nimero, tienen la misma longitud que el tubo de la corola, con
filamentos libres y anteras que se abren poricidamente en el extremo apical. El ovario, de 5 léculos, es

infero, y el estilo es ligeramente mas largo que el tubo de la corola (Coba et al., 2012).

Figura 5

Flor, fruto y esquema del mortifio
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Nota. (a) Flor del mortifio. (b) Fruto del mortifio. (c) Esquema. Adaptado de Flor de Venezuela (n.d.),

Plantas de Colombia (2014) & Swartz (1794).

Taxonomia

A continuacion, se presenta la taxonomia del mortifio.
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Tabla 1

Taxonomia del mortifio

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Ericaceae
Género Vaccinium
Especie V. meridionale Swartz 1788

Nota. Obtenido de Efferth et al. 2016.

Distribucion

El mortifio se encuentra en abundancia en la vertiente occidental de la cordillera de los Andes.
Se distribuye desde la provincia de Carchi en el norte hasta la provincia de Loja en el sur (ver fig. 6). Es
una especie adaptable que se encuentra en diversas altitudes, desde los 1600 hasta los 3800 metros
sobre el nivel del mar y puede prosperar en climas tanto templados como frios, con temperaturas que
oscilan entre 8 y 16 °C (Coba et al., 2012; Correa & Bernal, 1990). Este arbusto crece en varios tipos de
bosques, incluyendo los bajos secos y los himedos, siempre y cuando el suelo sea himedo y bien

drenado (Zapata et al., 2019).



39

Figura 6

Distribucion del mortifio en Ecuador
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Nota. Elaborado en d-maps.

Composicion

El mortifio es conocido por su riqueza en diversos compuestos bioactivos, como la quercetina, el
acido hidroxicinamico, 4cido cafeico y acido clorogénico, que constituyen alrededor del 67% de los
compuestos fendlicos presentes en esta baya (Moncayo, 2020; Schreckinger et al., 2010; Vasco et al.,
2009). Ademas, se ha identificado la presencia de delfinidina-3-arabinosa y la cianidina-3-arabinosa, que

representan aproximadamente el 89% del total de antocianinas en el mortifio (Vasco et al., 2009).

Los estudios realizados han demostrado que las antocianinas son los compuestos mas
destacados en el mortifio, siendo una parte importante de los fenoles totales presentes en esta baya. En

concreto, se ha determinado que las antocianinas de cianidina son las mds predominantes, alcanzando
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una cantidad aproximada de 345 mg de cianidina por cada 100 g de mortifio (Vasco et al., 2009).
Ademas, también contiene minerales como potasio, calcio, fésforo, magnesio y vitaminas del complejo B

y C (Efferth et al., 2016; Llivisaca-Contreras et al., 2022a). A continuacién, se presenta una tabla con la

composicion especifica del fruto de mortifio.

Tabla 2

Composicion del fruto de mortifio

Parametro Valor Unidades
Agua 80 %
Fibra 76122 %
pH 3.8 N/A
Proteinas 0.6-0.7 g/100 g
Carbohidratos 14.5-18.1 g/100 g
Grasas Totales 06-1 g/100 g
Calorias 84-75 Kcal/100 g
Hierro 0.64+0.2 mg/100 g
Potasio 607 + 73 mg/100 g
Calcio 17.0+2.3 mg/100 g
Magnesio 10.2+1.1 mg/100 g
Cobre 0.12+0.02 mg/100 g
Zinc 0.13£0.02 mg/100 g
Fenoles totales 608.05-882 mg GAE/100¢g
Polifenoles totales 107.4+6.7 mgGAE/100g
Antocianinas totales 1095.4 + 19.2 mg/100 g
Proantocianidinas 46+0.3 %
Flavonoides totales 6.5+0.7 mg EC/g
Flavonoles totales 41.6 +10.2 mg/100 g
Taninos totales 42+0.8 mg TAEq/g
Vitamina C 459+6.7 mg/100 g
B-Carotenos 70.6+2.0 ug/100 g
Tiamina 0.05 mg/100 g
Luteina 866.6 +7.5 ug/100 g
Acido neoclorogénico 1.5+0.5 N/A
Acido clorogénico 9.5+2.9 N/A
Acido pantoténico 0.09 mg/100 g
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Nota. *GAE = Equivalente de acido galico; TAEq = equivalente de acido tanico. Adaptado de (Alarcon-
Barrera et al., 2018; Coba et al., 2012; Llivisaca et al., 2018; Llivisaca-Contreras et al., 2022b; Martinez,

2022; Prencipe et al., 2014; Schreckinger et al., 2010; Vasco et al., 2009)

Compuestos bioactivos del mortifio

Los flavonoides se caracterizan por su poder antioxidante notable, ejercen como eliminadores de
radicales libres y tienen la capacidad de actuar como quelantes de metales. Ademas, poseen la
capacidad de inhibir la peroxidacidn lipidica, lo que se traduce en una amplia variedad de actividades
fisiolégicas beneficiosas. Entre ellas, se encuentran sus propiedades antiinflamatorias, antialérgicas,

anticancerigenas, antihipertensivas, antiartriticas y antimicrobianas (Leitdo et al., 2005).

Las bayas y arandanos silvestres contienen antioxidantes fendlicos que tienen la capacidad de
interactuar con las lipoproteinas de baja densidad y brindarles proteccidn contra la oxidacidn,
destacando una importante actividad antioxidante celular (Shahidi & Ambigaipalan, 2015; Vinson et al.,

2001).

En las bayas del género Vaccinium, ademas de las antocianinas, los acidos fendlicos y los
flavonoles, también podemos encontrar las procianidinas (PACs). Estas procianidinas son flavonoides
compuestos por unidades de (pb)-catequina y/o (-)-epicatequina (Garzdn et al., 2020). En términos
generales, las PACs exhiben propiedades antibacterianas contra bacterias Gram-negativas y Gram-

positivas (Laplante et al., 2012; Leitdo et al., 2005).

Se ha comprobado que estos polifenoles tienen propiedades citotdxicas y antiproliferativas
contra células cancerosas (Garzon et al., 2020; Gonzalez et al., 2017). En este sentido, los compuestos
fendlicos ejercen influencia sobre proteinas clave pro-apoptéticas, como caspasas-3 y -9, y también
intervienen en la regulacién de la via inflamatoria principal dirigida por NF-kB. En consecuencia, el dcido

gélico y la cianidina-3-0-glucdsido (ver fig. 7), afectan a marcadores inflamatorios como CCR5, CCR1 y el
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receptor Toll-like 4 (TLR4) en macrdfagos RAW 264.7 estimulados con liposacaridos (Arango-Varela et al.,
2020). Asimismo, se encontré que el jugo de la baya andina disminuye la viabilidad celular de las células
SW480, debido a la generacidén de especies reactivas de oxigeno intracelulares (ROS), una reduccion en
la relacion glutatidn reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG) e induccion de apoptosis tardia (Agudelo-

Quintero et al., 2022; Arango-Varela et al., 2021).

Figura 7

Compuestos de mortifio

Compuestos de Vaccinium meridionale Swartz

1. Cianidina 3-arabinésido 2. Cianidina 3-glucdsido 3. Petunidina 3-glucésido 4. Cianidina 3-galactésido 5. Delfinidina 3-O-glucésido

Nota. Adaptado de Gonzalez et al. (2017).

Solanum quitoense Lamarck (naranijilla)
Generalidades

La naranjilla es originaria de los Andes, nativa de Colombia, Ecuador y Peru. Es una planta
perenne que puede alcanzar una altura de hasta 3 metros, sus tallos son robustos y se extienden,
volviéndose quebradizos y lefiosos a medida que envejecen. Las hojas, dispuestas alternativamente en
los tallos, son de color verde en la superficie adaxial, presentan venas purpuras y estan densamente
pubescentes. Tienen una longitud de aproximadamente 60 cm y un ancho de 45 cm. Las inflorescencias

son laterales, con pedunculos cortos y contienen pocas flores (Woodson & Schery, 1973).
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El fruto es una drupa globosa con una cubierta firme, con una cubierta pilosa urticante, de 2 a 6
cm de didametro aproximadamente, pulpa jugosa, una cobertura amarilla-naranja y una semilla de

consistencia 6sea, de tono morado oscuro (ver fig. 8) (Yepes, 2021).

Figura 8

Flor, fruto y esquema de la Naranjilla
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Nota. (a) Flor de naranjilla. (b) Fruto de naranjilla. (c) Esquema. Adaptado de Flora Toskana GmbH (2023),

Real Jardin Botanico-CSIC (n.d.) & Wave Hill (2020).

Taxonomia

A continuacion, se presenta la taxonomia de la naranijilla.

Tabla 3

Taxonomia de la naranjilla

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
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Orden Solanales

Familia Solanaceae
Género Solanum

Especie S. quitoense Lamarck 1793

Nota. Adaptado de McMullen (1999).

Distribucion

Se distribuye en los bosques hiumedos de la cordillera de los Andes, entre los 1200 y 2300
metros sobre el nivel del mar, especialmente entre Ecuador y Colombia (ver fig. 9) (Gonzalez et al., 2014;
Lobo, 2000). La planta requiere condiciones de temperatura ideales que oscilan entre 15y 24 °C, siendo
20 °C la temperatura éptima para su desarrollo dptimo. Asimismo, es necesario que los suelos sean

ligeramente 4acidos, con un pH que se encuentre en el rango de 5.5 a 6.0 (Gonzélez et al., 2014).
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Figura 9

Distribucion de la naranjilla en Ecuador
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Composicion

Las frutas de esta planta contienen niveles elevados de vitaminas Ay Cy otros compuestos
antioxidantes valiosos. Al llegar a la madurez, las plantas distribuyen su biomasa seca de la siguiente
manera: alrededor del 40% corresponde a los tallos, el 33,8% a las frutas, el 15,54% a las hojas, el

10,56% a las raices y el 0,4% a las flores (Trejo-Téllez et al., 2022).

La naranjilla es una fruta con una rica variedad de compuestos fenélicos, incluyendo acidos
fendlicos, dihidrochalconas, estilbenos, antocianinas, flavones, flavononas, acidos hidroxicinamicos,

flavonoides y otros fenoles (Hinestroza-Cérdoba et al., 2021). También contiene glucésidos de quercetina
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(quercetina-3-rutindsido), glucdsidos de isorhamnetina y glucésidos de kaempferol, junto con B-

glucdsido y acidos clorogénicos (Forero et al., 2016; Gancel et al., 2008).

La composicidn de carotenoides en la naranjilla destaca por la presencia predominante de trans-
B-caroteno, mientras que los ésteres de carotenoides se encuentran en menor cantidad. Asimismo, se
han identificado dcidos grasos como el dcido a-linolénico y el acido linoleico, siendo el primero el mas

abundante (Gancel et al., 2008).

Estas frutas representan una valiosa fuente de vitaminas E, C, B1, B2, B3, B6 y provitamina A, asi
como minerales esenciales como hierro, calcio, fosforo, potasio y nitrogeno. Ademas, contienen
carbohidratos y proteinas que contribuyen a su valor nutricional (Ramirez et al., 2018). A continuacion,

se presenta una tabla con la composicidn especifica de la fruta de naranjilla.

Tabla 4

Composicion del fruto de naranjilla

Parametro Valor Unidades
Agua 90.46 g/100g
Fibra 0.46 g/100g
pH 3 N/A
Proteinas 0.64 g/100 g
Carbohidratos 7.74 g/100 g
Carotenoides 0.127 mg/100g
Vitamina C 53.33 mg/100g
Hierro 0.1 mg/100 g
Potasio 309 mg/100 g
Calcio 4.8 mg/100 g
Fésforo 9.5 mg/100 g
Magnesio 12.4 mg/100 g
Sodio 0.5 mg/100 g
Zinc 0.2 mg/100 g
Polifenoles totales 81 mg/100 g
Fenoles totales  151.6+25 mg/Kg
Taxifolina 0.3 mg/Kg
Hidrato de rutina 51.1+3.6 mg/Kg
Acido p-cumarico 0.4 mg/Kg

Acido clorogénico  98.6 + 29 mg/Kg
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Acido gélico 1.3 mg/Kg
Nota. Adaptado de Loizzo et al. (2019), Revelo et al. (2010) & Sanchez (2022).

Compuestos bioactivos de la naranjilla

La naranjilla es una importante fuente de compuestos de espermidina (ver fig. 10), de donde se
derivan las poliaminas, que tienen un papel clave en la regulacién de la proliferacion celular, la expresidn
génica y las sefiales celulares. Asimismo, se ha evidenciado que tienen efectos notables en la

diferenciacion celular del sistema inmunoldgico y la modulacién de las reacciones inflamatorias (Gancel

et al., 2008).

Durante un estudio de los compuestos antioxidantes de la naranijilla, se encontré una cantidad
significativa de compuestos fendlicos y carotenoides en la pulpa, destacando el caroteno y la luteina
como los principales compuestos bioactivos (Gancel et al., 2008). Ademas, posee un importante valor
nutricional con altas concentraciones de vitamina Cy hierro, lo que le confiere posibles propiedades

diuréticas y tonificantes (Gémez et al., 2014).

Figura 10
Compuestos de naranjilla

Compuestos de Solanum quitoense Lamarck
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Nota. Adaptado de: Forero et al. (2016).
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Capitulo lll: Materiales y métodos
Aislamiento de exosomas

Preparacion de extractos

Para la preparacién de los extractos, las frutas fueron lavadas con agua destilada en tres
ocasiones, asegurandose de eliminar cualquier contaminacidn. Luego, se procedié a pesar las frutas
limpias, obteniendo un total de 454 gramos de mortifio y 300 gramos de naranjilla. Posteriormente, se
utilizé una licuadora para procesar el mortifio y la naranjilla por separado, sin agregar agua en ninguno
de los casos. Una vez obtenidos los extractos, se tamizaron meticulosamente para separar la pulpa, las
semillas y la cascara. El jugo resultante (150 mL) se recolectd en un recipiente estéril y se conservo en

fundas ziploc en el refrigerador a 4°C.

Centrifugaciones seriadas

La metodologia de centrifugaciones seriadas se llevd a cabo utilizando los siguientes materiales:
tubos Falcén de 50 mL (Thermo Scientific™, Ref.: 339650), Eppendorf de 2 mL, puntas de 1000 ulL, PBS 1X
autoclavado y filtrado, y agua destilada y autoclavada. Primero, se colocaron los jugos en los tubos
Falcdn de 50 mL (Thermo Scientific™, Ref.: 339650), los cuales fueron debidamente rotulados. Luego, se
agrego PBS 1X en una concentracién de 5:1, utilizando aproximadamente 40 mL de extracto y 10 mL de
PBS. Los tubos fueron homogenizados mediante agitacidn. A continuacidn, se realizaron cinco
centrifugaciones secuenciales a 4°C. La primera centrifugacion se llevé a cabo a 400g durante 20
minutos, eliminando el pellet y transfiriendo el sobrenadante a un tubo nuevo. Este proceso se repitio
para las siguientes centrifugaciones: la segunda a 800g durante 20 minutos, la tercera a 7600g durante
40 minutos, la cuarta a 7600g durante 40 minutos y la quinta a 7600 g durante 60 minutos. Tanto el
sobrenadante obtenido en la Ultima centrifugacidon como el pellet resultante fueron conservados. Los
exosomas se purificaron a partir del sobrenadante, mientras que las microvesiculas se encontraron en el

pellet. El pellet fue resuspendido con 1000 pL de agua destilada en tubos de 2 mL, los cuales fueron
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etiquetados con el nimero de tubo, fecha y tipo de extracto. Los pellets se almacenaron a temperaturas

de -20°C. Los sobrenadantes fueron conservados en tubos nuevos y se almacenaron a 4°C. Antes de la

purificacién de los exosomas los sobrenadantes obtenidos de las centrifugaciones secuenciales fueron

filtrados a 1.1 y 0.45 um. Es importante destacar que se mantuvo la cadena de frio durante todas las

centrifugaciones seriadas. A continuacion, se resume la metodologia propuesta en centrifugaciones

seriadas.

Figura 11

Preparacion de extractos y extraccion de exosomas a partir de mortifio y naranjilla
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Nota. Elaborado en Biorender.

Purificacion mediante kit Exosome Spin Columns (MW3000) (Invitrogen™, Ref.: 4484449)
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Se hidraté la columna con 650 pL de PBS 1X filtrado y autoclavado, dejandola reposar durante 15

minutos. Se realizd un vortex en los tubos que contenian el gel para homogeneizarlo adecuadamente. A

continuacioén, se coloco el spin en la columna de coleccidn y se centrifugd a 750g durante 2 minutos. Se

afiadieron 20 pL al spin que se colocé en el tubo de elucién (1,5 mL) y se centrifugd a 750g durante 2

minutos a temperatura ambiente. Se recogié el eluido del tubo de elucién y se almacend en tubos de 0,6

mL, debidamente rotulados. Este procedimiento se repitié hasta completar 60 pL por tubo, realizando el

proceso en 3 columnas por fruta. El pool de exosomas fue cuantificado mediante NanoDrop 2000

(Thermo Scientific™, Ref.: J999). Finalmente, los tubos se almacenaron a -80°C, asegurando una correcta
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conservacion de los exosomas purificados. A continuacion, se resume la metodologia propuesta en el

aislamiento mediante kit.

Figura 12

Purificacion de exosomas mediante Kit
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Nota. Elaborado en Biorender.

Purificacion mediante Cromatografia por Exclusion de Tamarno (SEC)

En primer lugar, se temperd la columna gEVoriginal (IZON Science, Sp1, 70 nm) a temperatura
ambiente durante 10 minutos antes de su uso. Se procedid a equilibrarla con 10 mL de PBS 1X
autoclavado y filtrado, recogiendo los desechos en un vaso de precipitacion. Sin permitir que la columna
se secara, se paso 2 mL del sobrenadante recuperado de la fruta seleccionada, a través de la columna.
Cuando la muestra alcanzé aproximadamente 2 cm del final de la columna, se recolectaron 12 fracciones
de 1 mL cada una. Antes de iniciar un nuevo pase, se lavod la columna con aproximadamente 10 mL de
PBS 1X. Este mismo procedimiento se repitid dos veces para cada fruta. Las fracciones recolectadas se
cuantificaron utilizando espectrofotometria en el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™, Ref.: 1999) y se
almacenaron a -20°C. Una vez finalizado el aislamiento, se limpié la columna con 5 mL de NaOHO,5 Ny
se lavé con 15 mL de PBS 1X, para luego refrigerarla a 4°C. A continuacidn, se resume la metodologia

correspondiente a la purificacién mediante cromatografia por exclusién de tamafio.



Figura 13

Purificacion de exosomas mediante SEC

Purificacion mediante Cromatografia por
Exclusion de tamano (SEC)
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Cuantificacion de exosomas mediante BCA (Sigma-Aldrich, Ref.: B9643-1L)

En primera instancia, se prepard una placa con 96 pocillos, agregando una serie de proteinas de

referencia y 25 ulL de cada muestra a analizar. Cada muestra se agité brevemente durante 3 segundos y

se homogeneizd mediante pipeteo en tres ocasiones antes de dispensarla. Como referencia se utiliz6 PBS

1x y albimina de suero bovino (BSA a 2 mg/mL). Una vez completada la carga de los pocillos, se procedid

a preparar una solucion de trabajo en una proporcion de 50:1 (Reactivo A: solucién de acido

bicinconinico y Reactivo B: solucion de sulfato de cobre (Il) pentahidratado al 4%). A continuacidn, se

afiadieron 200 ul de dicha solucidn en cada pocillo, homogeneizandola adecuadamente mediante

pipeteo. La placa se incubd a 37°C durante 30 minutos y luego se dejo enfriar a temperatura ambiente

por unos 5 minutos. La absorbancia se midié a 562 nm utilizando un espectrofotémetro para microplacas
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Multiskan Go (Thermo Scientific™, Ref.: N10588). Luego se realizd el calculo de la absorbancia neta (NET

Abssg2) mediante la ecuacion 1 (ec.1).
NET Abssg, = Asgymuestra — Asgyblanco (ec. 1)

Posteriormente, se construyé una curva de calibracién con el fin de obtener una ecuacién que

permitiera calcular la concentracion final de proteina en las muestras, expresada en mg/mL (ec.2).
y=mX+Db (ec.2)
Siendo:
Y=Absorbancia neta obtenida a 562 m
X=Concentracion final de proteina en mg/mL
m y b=Valores constantes generados en la ecuacién

La ecuacién obtenida para el calculo final de la concentracion de proteina se describe mediante

la ecuacion 3 (ec.3).

myg

NET Abscg, — b
[Proteina] (ﬂ) = 262

m

X 1000 (ec.3)

Caracterizacion de exosomas mediante TEM

El proceso de tincién TEM se llevé a cabo siguiendo los siguientes pasos. En primer lugar, se
colocaron 10 pL de muestra de exosomas sobre el mesh de cobre (TED PELLA INC, No. 01753-F) en el
lado mas oscuro y se permitié que la muestra se absorbiera durante 2 minutos. Posteriormente, se
elimind el exceso de muestra utilizando papel filtro. A continuacidn, se fijé la muestra utilizando 10 L de
acetato uranilo al 2% durante 10 segundos y se absorbié el exceso de liquido con papel filtro. Se
realizaron tres lavados adicionales con agua destilada y se eliminé el excedente de liquido mediante

papel filtro. El andlisis fue realizado mediante TEM (FEI-Tecnai Spirit Twin, 120kV) a una resolucion de
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100nm y 200nm. Las imagenes se analizaron mediante el programa Imagel y FlJI. A continuacidn, se

resume la metodologia propuesta para la caracterizacién de exosomas mediante TEM.

Figura 14

Caracterizacion de exosomas mediante TEM

TEM

@

- 10 ul acetato
‘—\ M de uranilo 2%
X 1 min ﬁ

10 uL exosomas

Nota. Elaborado en Biorender.

Viabilidad celular

Las lineas celulares se mantenian almacenadas a una temperatura de -180°C en un tanque de
nitrégeno liquido (Thermo Scientific™, Ref.: CY509106). Se procedio a extraer el pasaje celular
correspondiente, que luego fue resuspendido en 1 mL de medio, previamente atemperado a una
temperatura de 37°C, y se transfirié cuidadosamente a un tubo Falcon estéril (Thermo Scientific™, Ref.:
339650), junto con 1 mL de medio. Posteriormente, se realizé una centrifugacidon a 1200 rpm durante 5
minutos para obtener un pellet. Este pellet resultante fue habilmente resuspendido en 1 mL de medio de
cultivo, para finalmente ser transferido a un Flask 25 (Thermo Scientific™, Ref.: 156367). La incubacion se

llevd a cabo a una temperatura de 37°C y se mantuvo un ambiente con un 5% de didxido de carbono
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(CO,), en conformidad con los requerimientos especificos para el desarrollo adecuado de las células. Las
células de HaCaT se mantuvieron en medio Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (Gibco, Ref.:

A14430-01) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) y 100 uL de Estreptomicina/Penicilina.

Determinacion de la curva de crecimiento celular para HaCaT

Se realizaron evaluaciones del crecimiento celular en cuatro intervalos temporales distintos para
las células HaCaT: 24 horas, 48 horas 72 horas y 96 horas. En un inicio, se llevaron a cabo cdlculos
apropiados para sembrar 5000, 10000, 15000, 20000, 25000 y 30000 células en cuatro replicaciones,
distribuidas en tres intervalos de tiempo, en una placa P96. Después de la preparacion de la placa, esta
fue sometida a una incubacién a 37°C con un 5% de CO; durante 24 horas. Posterior a este lapso, las
células en los diferentes momentos temporales fueron separadas utilizando 50 ul de tripsina incubada a
una temperatura igual a 37°C con un 5% de CO. En ultima instancia, para detener la reaccidn, se
incorporaron 50 pL de medio DMEM, seguido de una tincidn con azul de tripan en una proporcién de
dilucién 1:10 en relacién a las células. A continuacion, se resume la metodologia propuesta en cuanto al

crecimiento celular.

Figura 15

Ensayo de curva de crecimiento celular para HaCaT

Ensayo de crecimiento celular

B ) A

IH Z 10 min
- I = 5 S/
=7 ll 37°C
37°C 1:9 azul de tripan +
ST)l(a)guae;(r)ggo g 5% CO 50 ul de 50 ul de células
células en P96 X 24,4872y tripsina GvEM
96 h

Nota. Elaborado en Biorender.
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Determinacion de la viabilidad celular mediante MTT

La viabilidad de las células en las muestras de exosomas fue evaluada en la linea celular HaCaT
mediante el uso del ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2-H-tetrazolio). En
primer lugar, se llevd a cabo el proceso de levantamiento celular como se explicé anteriormente. A
continuacioén, se realizaron los calculos correspondientes para sembrar 100,000 células en cada pocillo
de una placa P96. Tras la preparacién de la placa, esta se sometid a una incubacién a una temperatura de
37°C con un 5% de CO; durante un periodo de 24 horas. Pasado este tiempo, se procedié al cambio de
medio en todos los pocillos de las placas preparadas el dia anterior, aplicando los tratamientos con las
siguientes concentraciones: 2 ng/ul para RNA derivado de exosomas mediante TRIzol, y 100 y 200 ug
para exosomas obtenidos a través de kit y qEV, respectivamente. Como control positivo se incluyeron
células junto con el medio DMEM vy se utilizd dimetilsulfoxido (DMSO) puro como control negativo de
viabilidad celular. La incubacién prosiguié en un ambiente con un 5% de CO; a 37°C. Después de 24 y 48
horas desde la incubacién de los tratamientos, se agregé el reactivo de MTT (5mg/mL) (Invitrogen, Ref..
M6494) en una cantidad de 10 ul por cada pocillo, y se efectudé una incubacion de 4 horas a 37°C con un
5% de CO,. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 100 uL de SDS al 10% para disolver los cristales de
formazan. Finalmente, las muestras fueron sometidas a una lectura en un espectrofotémetro Multiskan
Go (Thermo Scientific™, Ref.: N10588) a 570 nm, tanto a las 24 como a las 48 horas. Se procedid a

realizar el analisis estadistico de la viabilidad celular utilizando la ecuacién 4 (ec.4):

NET,ps 570x 100

%Viabilidad celular =
wViabidad celular = 5o ooa NETyps 570 (Control)

A continuacion, se resume la metodologia del ensayo MTT.
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Figura 16
X24h =

Ensayo MTT
Ensayo MTT i
X 24y48h X 4h
el ‘ = — ————d —
= b RN
37°C
Colqcar g = ‘ 10 ul MTT 570 nm
tratamientos 5% CO,
100 uL SDS 10%

Nota. Elaborado en Biorender.
Estimacion del efecto cicatrizante mediante ensayo de scratch
En primer lugar, se llevd a cabo el proceso de levantamiento de las células contenidas en un Flask
de cultivo. Para esto, se procedio a realizar dos lavados utilizando una cantidad de 2 mL de PBS en cada
enjuague. Posteriormente, se adicionaron 2 mL de tripsina y se llevd a cabo la incubacion de las células a
una temperatura de 37°C en un ambiente con un 5% de CO, durante un periodo de 5 minutos. Luego de
obtener una suspension adecuada de las células, se afiadié 1 mL de medio DMEM vy se procedio a
transferir el contenido a un nuevo tubo. Con el fin de facilitar el proceso, se realizd una centrifugacion a

una velocidad de 300 g durante 4 minutos para eliminar el sobrenadante. Después de resuspender las

células en 4 mL de medio y asegurar su homogeneizacion completa, se procedid al conteo celular
utilizando una camara de Neubauer con gran precision. Seguidamente, se sembraron 2 millones de

células en cada pocillo de una placa de 6 pocillos y se incubaron a 37°C con un 5% de CO,. Luego de 96 h,
una vez que las células alcanzaron la confluencia, se realizé un raspado mediante el uso de una punta de
micropipeta de 1000 uL. Se aplicaron los tratamientos correspondientes, es decir, 20 ug de EN y EM
obtenidos mediante kit y qEV, respectivamente. Como controles, se utilizaron células junto con el medio

DMEM, y se empled cloruro de cobalto (COCIl;) como control negativo de viabilidad celular. Durante un
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periodo de 17 dias, se evalud el cierre de la cicatriz y las imagenes obtenidas se analizaron utilizando los

programas Imagel y FlJI. A continuacion, se resume la metodologia del ensayo de scratch.

Figura 17
Ensayo de Scratch

Ensayo de Scratch

500.000 células 7 — To: scratch Tx: migracion

~ 17 dias

3 raspados
Punta 1000 uL

Nota. Elaborado en Biorender.

Extraccion de RNAs

Extraccion de RNAs mediante Kit SV Total RNA Isolation System (Promega Corporation, Ref.: Z3100)
Se transfirieron 175 ul de buffer de lisis de ARN con BME anadido a un tubo de microcentrifuga
estéril, al cual se afiadid la muestra en una concentracién 1:1. A continuacion, se agregaron 350 ul de
buffer de dilucion de ARN (azul) a 175 pl de lisado y se mezclé suavemente por inversidon 3-4 veces.
Luego, se sometid el tubo a una incubacidn a 70°C durante 3 minutos, seguida de una centrifugacién
durante 10 minutos a 13,000 x g. Asimismo, se transfirieron 500 pl de la solucién de lisado aclarada a un
nuevo tubo de microcentrifuga y se afiadieron 200 pl de etanol al 95% al lisado aclarado, mezclandolo.
Después, la mezcla se transfirio al conjunto de columna de centrifugacion y se sometié a una
centrifugacion a 13,000 x g durante 1 minuto. Posteriormente, se prepard la mezcla de incubacién de

DNasa y se aplicé directamente en la membrana dentro de la cesta de centrifugacion, seguida de una
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incubacién a 20-25°C durante 17 minutos. Después de esta incubacidn, se agregd la Solucion de
Detencidn de DNasa y se sometié a otra centrifugacién a 13,000 x g durante 2 minutos. Se transfirié del
tubo de coleccion al tubo de elucién y se agregd 50 ul de Agua Libre de Nucleasas (DEPC) a la
membrana. Se centrifugd a 13,000 x g durante 1 minuto y se repitid este paso, para una elucién total con
100 pl. Finalmente, se almacend el tubo de elucidn que contiene el ARN purificado a -80°C. A

continuacién, se resume la metodologia de extraccién de RNAs mediante kit.

Figura 18

Extraccion de RNAs mediante Kit

Kit Promega i
) Lisado + Detencion y
' r \ etOH (95%) DNAsa J
spin spin spin spin spin spin . | TA spin
175 uL — e — - P i g —
@ X 1min
, 600 uL ==8  4®13000g 30ulagua
Buffer lisis + DNasa Solucion o libre de
Buffer dilucién Iavadc;RNA nucleasas
X

Nota. Elaborado en Biorender.

Extraccion de RNAs mediante TriReagent (Cat. #TR 118)

Se dispensaron 500 uL de muestra en un tubo eppendorf y se afiadié 500 uL del reactivo
TRIreagent, permitiendo una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizd una centrifugacion a 12000 g durante 10 minutos, recuperando el sobrenadante en otro tubo. A
continuacién, se adicionaron 100 ulL de cloroformo, mezclando mediante inversion y dejando reposar
por 3 minutos a temperatura ambiente. Se llevé a cabo otra centrifugacidn a 1200 g durante 15 minutos
a 4°C, lo que resulté en la separacion de la mezcla en una fase orgdnica que contiene proteinas (color

rosa), una interfase que contiene DNA (color blanco) y una fase acuosa que contiene RNA (incolora).
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Utilizando una micropipeta, se recuperd la fase acuosa de RNA y se transfirid a un nuevo tubo. Se
agregaron 250 ul de isopropanol, agitando vigorosamente mediante inversion y se incubd a temperatura
ambiente por 10 minutos. Luego, se realizé otra centrifugacion a 12000 g durante 10 minutos a 4°C,
observandose la formacidn de un pellet blanco en el fondo del tubo. Por tanto, se descarto el
sobrenadante y se procedio a lavar cuidadosamente el pellet con 500 uL de etanol al 75%. Finalmente, se
llevd a cabo otra centrifugacion a 7500 g durante 10 minutos a 4°C, se descarté el etanol y se permitié
que el pellet se secara al aire libre dentro de una cabina de flujo laminar. Finalizando, el RNA se

resuspendio en 30 ul de DEPC. A continuacidn, se resume la metodologia propuesta de extraccion de

RNAs mediante TRIzol.

Figura 19

Extraccion de RNAs mediante TRIzol
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acuosa Isopropanol (75%) nucleasas

Nota. Elaborado en Biorender.

Determinacion de la cantidad y calidad del RNA extraido
Se cuantificaron las muestras utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™, Ref.:
1999), donde se agregaron 2 ulL de cada volumen de RNA extraido y se realizaron las lecturas de las

relaciones 260/280 y 260/230, parametros que indican la pureza del RNA.
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Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico se llevd a cabo utilizando el software GraphPad Prism para evaluar y
representar graficamente los resultados obtenidos. Se aplicé un disefio factorial de dos factores y los
datos se analizaron con un ANOVA de dos vias en GraphPad Prism8, Los datos se presentaron con alta
precision mediante la media junto con la desviacidn estandar de la media (SEM) (Media + SEM). Las
respectivas barras de error y los valores de p de significancia se calcularon con el andlisis estadistico en
GraphPad Prism.

Capitulo IV: Resultados y discusién
Aislamiento de exosomas

Purificacién mediante kit Exosome Spin Columns (MW3000) (Invitrogen™ 4484449)

A continuacion, se observa la concentracidn de proteina (mg/mL) obtenida por la purificacién de
exosomas mediante el kit Exosome Spin Columns (MW3000) (Invitrogen™ 4484449) (ver fig. 20), la
cuantificacion se realizd a través de la medicidn de la absorbancia a 280 nm con espectrofotometria en
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™ J999). La purificacion mediante kit permitié la eliminacién de sales y
contaminantes presentes en los extractos de exosomas (Hasan et al., 2022; Jia et al., 2022; Santos-
Coquillat et al., 2022) de una forma rapida y sencilla en comparacidon con métodos tradicionales de
purificacién como la ultracentrifugacion, filtros de centrifugacién y didlisis (Life Technologies

Corporation, 2013).

En referencia a este punto, se pudo notar que los EN presentan un contenido proteico de 0,7087
mg/mL, mientras que los EM presentan una concentracién proteica de 1,366 mg/mL durante las

purificaciones realizadas utilizando esta técnica.
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Figura 20

Distribucion de la concentracion de EM y EN mediante kit Exosome Spin Columns (MW3000)

(Invitrogen™ 4484449)
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Nota. La figura muestra la concentracidn de proteinas obtenida con la columna del kit en las muestras de
naranjilla y mortifio. Los datos obtenidos se representaron como la media * la desviacién estandar (SEM)

en GraphPad Prism 8.

Purificacion mediante SEC

La aplicacidn de la técnica de cromatografia de exclusién de tamafio utilizando la columna
gEVoriginal (IZON Science, Sp1, 70 nm) permitié obtener una concentracion elevada (expresada en
mg/mL) de proteinas en las fracciones 1-12, utilizando un volumen vacio de 6 mL. Para determinar dicha
concentracion, se utilizé el espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™ J999) midiendo la

absorbancia a 280 nm.
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En este sentido, se sabe que los exosomas eluyen aproximadamente 1 + 0,5 mL después del
volumen vacio, segun lo reportado por Izon Science Ltd (2018). De esta manera, se determiné que el
rango de fracciones que contiene los exosomas con un didmetro de 70 nm varia segln la muestra
utilizada. En cuanto a la muestra de mortifo, esta variacion engloba desde la fraccién F3 hasta la F10,
llegando a un valor proteico de 2,203 mg/mL al emplear 1 mL de muestra. En contraste, en la muestra de
naranjilla, se extiende desde la fraccién F2 hasta la F7, alcanzando un contenido proteico de 2,061

mg/mL bajo las mismas condiciones (ver fig. 21).

Figura 21

Distribucion de la concentracion de exosomas derivados de 1 mL de muestra de mortifio y naranjilla

mediante SEC
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Nota. La figura muestra la distribucién de exosomas en dos muestras diferentes: mortifio y naranjilla. Al
utilizar 1 mL de muestra de mortifio, se observé que los exosomas se encuentran en el intervalo de

fracciones que va desde la F3 hasta la F10. Mientras que, para la naranjilla, se identificd que los
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exosomas se encuentran en el intervalo de fracciones que va desde la F2 hasta la F7. Los datos obtenidos

se representaron como la media * la desviacion estandar (SEM) en GraphPad Prism 8.

La fig. 22 ilustra la distribucion de exosomas en dos muestras distintas: mortifio y naranjilla. Al
aumentar el volumen de la muestra a 2 mL en el contexto del mortifio, se pudo notar que el intervalo de
fracciones que alberga los exosomas se expande desde la F3 hasta la F10, presentando un contenido
proteico de 3,930 mg/mL. En contraposicion, en relacién a la muestra de naranjilla, esta variacién se

localiza entre la F4 y la F9, con un valor proteico de 3,833 mg/mL.

Figura 22

Distribucidn de la concentracion de exosomas derivados de 2 mL de muestra de mortifio y naranjilla

mediante SEC
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Nota. Los datos obtenidos se representaron como la media * la desviacidn estandar (SEM) en GraphPad

Prism 8.
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Al incrementar el volumen de la muestra de mortifio de 1 a 2 mL en la metodologia SEC (fig. 21-
22), se observé un notorio aumento en el contenido proteico de 2,203 a 3,930 mg/mL. Esto contrasta

con los resultados de la naranijilla, en los que se reveld un contenido proteico de 2,061 a 3,833 mg/mL.

Mediante la implementacién de SEC, se logra una depuracidon mas intensa en los exosomas
aislados, aunque enfrenta el desafio de una recuperacion de la muestra limitada (Sidhom et al., 2020). La
seleccion de la columna y la resina en el proceso de separacidn via SEC se torna esencial para alcanzar el
tamafio de particula anhelado durante el aislamiento. Desde esta perspectiva, las particulas con
diametros menores a 70 nm tienden a experimentar una elucién mas tardia en la columna gEV 70 nm
(Izon Science Ltd, 2018). Consecuentemente, los exosomas que presentan didmetros menores a 70 nm
podrian ubicarse en las fracciones finales, donde ocurre una elucién mas intensa de proteinas. Este
descubrimiento concuerda con la mayor presencia de proteinas en las fracciones obtenidas para ambas

muestras, tanto de mortifio como de naranijilla, en volimenes de 1y 2 mL, respectivamente.

Resulta importante resaltar que, dado que la SEC se apoya en la gravedad para operar, este
método podria conservar las estructuras integrales y la bioactividad de los exosomas, lo que podria ser

valioso para ensayos posteriores (P. Li et al., 2017; Suharta et al., 2021).

Caracterizacion de exosomas mediante TEM

La integridad y la distribucién de tamafio de los exosomas se evaluaron a una escala de 100 nm
mediante TEM. Se determind que los EM presentaron un tamafio promedio de particula que oscilé entre
18 y 56 nm, exhibiendo una morfologia semiesférica ovalada hueca, tal como se puede apreciar en la fig.

23.
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Figura 23

Andlisis de integridad y distribucion de tamafio de EM mediante TEM

a. Exosomas de mortiiio purificados mediante kit
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Nota. a-b. La figura muestra los resultados del andlisis de integridad y distribuciéon de tamafio de los EM
utilizando TEM. c. Los exosomas presentaron un tamafio promedio de particula igual a 26 nm,

mostrando una morfologia semiesférica ovalada hueca.

En cuanto a los EN también mostraron una morfologia semiesférica ovalada, con un tamano

promedio de particula entre 30 y 70 nm, como se ilustra en la fig. 24.
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Figura 24

Andlisis de integridad y distribucion de tamafio de EN mediante TEM

b. Medicién de longitud de exosomas de naranjilla mediante Fiji
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Nota. a-b. La figura muestra los resultados del andlisis de integridad y distribucién de tamafio de los EN
utilizando TEM. c. Los exosomas presentaron un tamafio promedio de particula igual a 50 nm,

mostrando una morfologia semiesférica ovalada.
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En los histogramas de distribucidn (ver fig. 24), se observé que el tamafio medio de los EN
purificados mediante kit rondaba los 50 nm. Este resultado se asemeja a los hallazgos de Sanchez (2022),
donde se evidencid que los EN aislados mediante SEC y kit exhibieron un tamafio medio de alrededor de
40 nm. En contraposicion, la longitud de la poblacidn de particulas predominantes en los aislamientos
del mortifio (ver fig. 23) se midié en 26 nm, una dimensién no congruente con las mediciones realizadas
por Martinez (2022), quien registrdé una agrupacion promedio de 46 nm mediante el empleo de la
técnica SEC. Dentro del espectro de los resultados para los EM, se llegaron incluso a detectar
dimensiones menores, a partir de los 18 nm, lo que sugiere la posibilidad de que la mayoria de las

particulas sean en realidad agregados proteicos mas que vesiculas (Baranyai et al., 2015).

No obstante, el tamafio de los exosomas es semejante al de las vesiculas intraluminales (ILVs) a
partir de las cuales se originan (Raposo & Stoorvogel, 2013), estas son de forma esférica o elipsoidal,
mostrando heterogeneidad en cuanto a su tamafio (generalmente con un didmetro que oscila entre 30 y
100 nm) (Janas et al., 2015; Von Bartheld & Altick, 2011). Asimismo, Woith, & Melzig (2019) sefialan que
los tamafios de los exosomas obtenidos de plantas parecen ser especificos de cada especie, lo cual

concuerda con la categorizacidén de exosomas pequefios en estas variedades.

Por otro lado, el tamafio de los exosomas aislados también esta influenciado por el método de
aislamiento empleado, el kit Exosome Spin Columns (MW3000) (Invitrogen™ 4484449) es recomendado
para eliminar las impurezas de bajo peso molecular (<3000 MW) (componentes del buffer, sales,
nucleétidos y oligonucledtidos cortos) de las preparaciones de exosomas (Life Technologies Corporation,
2013). Sin embargo, no se ha documentado un didmetro tipico para los exosomas obtenidos mediante
este kit. No obstante, se ha constatado una recuperacién exosdmica mas elevada en comparacién con la

ultracentrifugacién (Y. T. Tang et al., 2017).
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Viabilidad celular
Determinacion de curva de crecimiento celular para HaCaT

Las células HaCaT representan una linea de queratinocitos epidérmicos humanos que mantienen
las caracteristicas de queratinas epidérmicas propias de las capas celulares mas especializadas de la
epidermis humana en su estado natural y resultan beneficiosas para la realizacién de ensayos de
migracion celular in vitro (Kulesz et al., 2010). En este sentido, los resultados del ensayo de crecimiento
celular a lo largo del tiempo para las células HaCaT: a las 24, 48, 72 y 96 horas, arrojaron un crecimiento
exponencial para el nimero de 5000, 10000, 15000, 20000, 25000 y 30000 células, respectivamente (ver

fig. 25).

Figura 25

Curva de crecimiento de la linea celular HaCaT
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Nota. Se llevaron a cabo evaluaciones para obtener la curva de crecimiento celular en cuatro intervalos
temporales distintos para las células HaCaT: 24, 48, 72 y 96 horas, con una cantidad de entre 5000 a

30000 células.

Es posible identificar una tendencia general en el aumento del crecimiento celular a medida que
se prolonga el tiempo de cultivo. A lo largo de las concentraciones y las diferentes horas evaluadas, se
nota que el crecimiento celular tiende a aumentar. Este incremento puede atribuirse a varios factores,
como la adaptacidn de las células al medio de cultivo, la proliferacién celular y la ausencia de factores de

estrés significativos (Colombo et al., 2017; Jones et al., 2001).

Un aspecto interesante de los resultados es la variabilidad en la respuesta celular segun la
concentracidn inicial. A lo largo de las 24 horas, se observa un aumento constante en la proliferacion en

todas las concentraciones, pero las tasas de aumento varian. Por ejemplo, a 24 horas, las

concentraciones mas altas (25000 y 30000 células) muestran una proliferacién significativamente mayor

en comparacion con las concentraciones mas bajas (5000 y 10000 células). Sin embargo, a medida que
pasa el tiempo, esta brecha entre las concentraciones parece reducirse, ya que las células de
concentraciones iniciales mas bajas comienzan a alcanzar niveles comparables a las concentraciones mas

altas. Esto se explica dado que el nivel de confluencia afecta significativamente en las células HaCaT

reaccionando ante una elevada densidad celular (Capone et al., 2000; Wilson, 2013).

En cuanto a las 72 y 96 h de cultivo, se observa un aumento marcado en el crecimiento celular
en todas las concentraciones. En concordancia con Colombo et al. (2017), los resultados obtenidos
sugieren que las células de concentraciones iniciales mas bajas pueden estar experimentando una fase

de crecimiento mds acelerada o un ajuste mas efectivo al entorno de cultivo a largo plazo.

A partir de la fig. 25, se derivd una ecuacion correspondiente al desarrollo de las células por

tiempo, la cual se presenta en los siguientes términos:



71

Tabla 5.

Ecuacion de la curva de crecimiento celular para HaCaT

Tiempo (h)  Ec. exponencial R?
24 y=52921e%497X  0,9069
48 y=20336e%511X 0,933
72 y= 8785,5e%°183X  0,9309
96 y=4119,9¢%5255X 0,8831

Nota. Las ecuaciones presentadas en la tabla reflejan el modelo de crecimiento exponencial para cada

periodo de tiempo especifico.

Determinacion de la viabilidad celular mediante MTT

Se realizé un ensayo MTT para evaluar la viabilidad celular de los exosomas derivados de
naranjilla y mortifio en la linea celular HaCaT a los tiempos de exposicién de 24 y 48 horas. Las
concentraciones utilizadas fueron de 2 ng/ul para RNA derivado de exosomas mediante TRIzol, y 100 y
200 ug para exosomas obtenidos mediante kit y gEV (fig. 26-27). Se utilizaron células mas el medio

(DMEM) como control positivo y DMSO puro como control negativo de viabilidad celular.

Los andlisis que evaluan la actividad metabdlica se revelan como apropiados para medir la
proliferacion celular, su viabilidad y la citotoxicidad. La conversidn de las sales de tetrazolio, como el
MTT, en compuestos formazan coloreados solamente se manifiesta en células que ostentan actividad
metabdlica. Las células viables convierten el reactivo MTT en un producto formazan coloreado, el cual es
insoluble en agua, precipita en el interior celular y debe ser extraido en una solucién de solubilizacién

como SDS o DMSO (Minor, 2004; Tolosa et al., 2015).

Los resultados indican que el ARN derivado de los EM generd una reduccién en la viabilidad
celular en la linea HaCaT, al ser administrado a una concentracion de 2 ng/uL. A las 24 horas, la viabilidad
disminuyd significativamente a un nivel del 61,45% (****p <0,0001), y a las 48 horas, esta reduccidn se

situd en un 39,91% (****p <0,0001).



72

Por otro lado, los resultados correspondientes a los tratamientos empleando EM no
demostraron significancia en comparacién con el grupo de control en lo que respecta a la viabilidad
celular. A concentraciones de 100 ug (obtenidas mediante el kit y qEV), no se observaron diferencias
significativas con respecto al control a las 24 horas, registrando valores de 103,75% (p= 0,8626) y
110,89% (p= 0,0565), respectivamente. Mientras que, los exosomas una concentracién de 200 ug,
obtenidos mediante kit, presentaron no significancia con respecto al control de viabilidad, registrando un
valor igual a 100,75% (p=0,9997). Al contrario que los exosomas obtenidos mediante gEV, los cuales si

presentaron una disminucidn en la viabilidad celular del 81,58% (**p= 0,0050) a las 24 h.

Al analizar los tratamientos a las 48 horas de exposicion, se evidencié una disminucion en la
viabilidad celular en los grupos tratados con EM. A una concentracion de 100 pg (obtenidos mediante el
kit) y 200 pg (obtenidos mediante kit y qEV), se observaron diferencias significativas, con niveles de
viabilidad de 68,19% (****p <0,0001), 66,81% (****p <0,0001) y 69,40% (****p <0,0001),
respectivamente. En contraste, los exosomas a una concentracion de 100 pg obtenidos mediante qEV

presentd una diferencia en la viabilidad celular igual a 84,64% (*p=0,0224).

En relacién al tiempo de exposicion, se observé una disminucién significativa en la viabilidad

celular al aumentar de 24 a 48 horas con una variacion total del 4,91% (****p <0,0001).
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Figura 26

Viabilidad celular en la linea celular HaCaT evaluada con RNA de exosomas y EM
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Nota. Se llevd a cabo un ensayo de viabilidad celular MTT en las lineas celulares HaCaT para evaluar los
efectos de diferentes concentraciones de RNA a partir de exosomas (2 ng/ul) y solo exosomas (100 ug y
200 ug) derivados de muestras de mortifio. La exposicién se realizé durante periodos de 24 y 48 horas.
Todos los resultados obtenidos se expresaron mediante la media + SEM, y para el andlisis estadistico, se
utilizé el programa Graphpad Prism8 con un ANOVA de dos vias con el test Dunnett. Las significancias
estadisticas se representaron como sigue: *p=0,0224, **p=0,0050, ***p=0,0001, **** p<0,0001, NS (no

significativo).
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Ahora bien, el ARN derivado de los EN no demostré significancia en la viabilidad celular en la
linea HaCaT, al ser administrado a una concentracion de 2 ng/uL. A las 24 horas, la viabilidad registré un

valor de 104,27% (p=0,3699), y a las 48 horas, de 88,20% (p=0,0020).

Los resultados correspondientes a los tratamientos empleando EN demostraron una marcada
disminucién en la viabilidad celular en comparacion con el grupo de control. A las 24 horas, las
concentraciones de 100 ug (obtenidas mediante el kit y qEV) registraron valores de 31,33% (****p
<0,0001) y 78,79% (****p <0,0001), respectivamente. Asi también, los exosomas a una concentracion de
200 ug (obtenidos mediante kit y gEV), presentaron una disminucion con respecto al control de
viabilidad, registrando un valor igual a 19,58% (****p <0,0001) y 33,84% (****p <0,0001),

respectivamente, a las 24 horas de exposicién.

Al analizar los tratamientos a las 48 horas de exposicidn, se evidencié una marcada disminucion
en la viabilidad celular en los grupos tratados con EN. A una concentracién de 100 pg (obtenidos
mediante el kit y qEV) se observaron diferencias significativas, con niveles de viabilidad de 36,50%
(****p <0,0001) y 78,30% (****p <0,0001), respectivamente. Asimismo, los exosomas a una
concentracion de 200 ug (obtenidos mediante kit y gEV) presentaron diferencias significativas en la
disminucién de la viabilidad celular con valores igual a 24,55% (****p <0,0001) y 43,08% (****p

<0,0001).

En relacidn al tiempo de exposicion, no se observaron diferencias significativas (p=0,1506) en la

viabilidad celular al aumentar de 24 a 48 horas para todos los tratamientos derivados de naranijilla.



Figura 27

Viabilidad celular en la linea celular HaCaT evaluada con RNA de exosomas y EN
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Nota. Con el objetivo de analizar los efectos de diversas concentraciones de RNA extraidos de exosomas

(2 ng/ulL) y solo exosomas (100 ug y 200 ug) obtenidos a partir de muestras de naranijilla, se llevd a cabo

un ensayo de viabilidad celular MTT en las lineas celulares HaCaT. Durante este estudio, las células

fueron expuestas a los tratamientos durante 24 y 48 horas. Todos los resultados obtenidos se expresaron

mediante la media + SEM, y para un analisis estadistico detallado, se empled el programa Graphpad

Prism8, realizando un ANOVA de dos vias con el test Dunnett. Las significancias estadisticas se
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representaron de la siguiente manera: *p=0,0224, **p=0,0050, ***p=0,0001, **** p<0,0001, NS (no

significativo).

En cuanto a la evaluacién de los EM, la disminucion de la viabilidad celular por parte de las
muestras de ARN y cuando se aplicaron concentraciones equivalentes a 200 pg de exosomas (separados
utilizando el método gEV) durante un periodo de 24 h, se evidencié una reduccién en la viablidad celular.
Sin embargo, en el caso de las muestras tratadas con concentraciones de 100 ug (aislados mediante kit y
gEV) y 200 ug (aislados mediante qEV), no se manifestd efecto citotdxico. Por otro lado, a las 48 h de
exposicién al tratamiento, se evidencié una notable disminucidn en la viabilidad celular de los EM, tanto
para las concentraciones de 100 (aislados mediante kit) y 200 ug (aislados mediante kit y gEV), lo cual
sugiere que el efecto citotdxico se intensifica con el tiempo. Estos hallazgos muestran similitudes con los
resultados reportados por Martinez (2022), que en su trabajo destacé una reduccidn considerable en la
viabilidad celular en dependencia de la concentracion (5y 20 ug), asi al exponer células Hela a EM, en
una concentracién de 20 pg durante un lapso de 48 horas, la citotoxicidad celular se veia aumentada.
Este patron podria sugerir la acumulacion de componentes nocivos o el desencadenamiento de vias

celulares desfavorables que en ultima instancia impactan la viabilidad células.

Los componentes bioactivos principales que se hallan en diversos extractos de mortifio son
reconocidos como el cianidina-3-0 glucdsido, epigalocatequina-3-galato, quercetina, kaempferol, acido
eldgico, acido clorogénico y acido galico. Estos elementos ejercen influencia en una gama de actividades,
tales como la capacidad antioxidante, la detencién del ciclo celular, la promocién de la apoptosis, la
capacidad de inhibir la proliferacion y la supervivencia de las células, la disminucién de la inflamacidn, la
restriccion de la angiogénesis, la supresién de la metastasis y la habilidad para obstaculizar la adherencia
y el desplazamiento de las células (Vahapoglu et al., 2022). Por consiguiente, se puede inferir que a una
concentracion de exosomas igual a 200 pg, estos mecanismos proapoptdticos se activan y desencadenan

dichas reacciones a lo largo del tiempo.
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Uno de los procesos celulares de gran relevancia es la autofagia, el cual involucra una serie de
eventos intracelulares de degradacidn y reciclaje. Esta operacidn juega un rol esencial en el
mantenimiento de la estabilidad interna de la célula y en la eliminacion de elementos celulares
deteriorados o envejecidos. En este escenario, cualquier perturbacion en la funcién de la autofagia
podria potenciar el aumento en la liberacidn y traspaso entre células de proteinas nocivas, llevado a
cabo por los exosomas (Baixauli et al., 2014). Esta acumulacién puede llevar a una serie de eventos
desencadenantes que contribuyen a la muerte celular. Como consecuencia, este mecanismo podria
tener una participacion directa en la expansién de ciertas enfermedades, como las neurodegenerativas,
donde se identifica la acumulacion intracelular de proteinas que presentan problemas de plegamiento y

toxicidad (Guo & Lee, 2014).

Por otro lado, Zhang et al. (2016) menciona que, la viabilidad quimica de los exosomas se halla
interconectada con su proceso de degradacién y disolucién, a la par de su estabilidad coloidal, la cual
puede ser afectada por factores como el pH, la presencia de iones y la presencia de macromoléculas en
el entorno circundante. Por tanto, la integridad de los exosomas presentes en las muestras también

ejerce una influencia significativa sobre la variacion en la citotoxicidad sobre las células.

En cuanto a los EN a concentraciones de 100 y 200 pg demostré una marcada citotoxicidad en
las lineas celulares HaCaT en un tiempo de 24 y 48 horas. Estos hallazgos concuerdan con los resultados
de Sanchez (2022), quien evalud EN en células HEK, HFF y Hela a una concentracion de 20 ug. En
contraste, al emplear una concentracidn de 5 pug de EN en HFF, obtuvo una mayor proliferacién celular, lo

gue indica una correlacién inversa entre la concentracidon de exosomas y la viabilidad celular.

En este contexto, los impactos de citotoxicidad manifestados por los exosomas podrian estar
vinculados a sus propiedades intrinsecas, que engloban tanto su contenido molecular intrinseco como

interaccion con las células huésped (Y. Zhao et al., 2021). En consecuencia, es posible que los
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compuestos bioactivos en los EN interactien de manera desfavorable con las células HaCaT,
desencadenando respuestas citotdxicas mads agresivas. En este sentido, el contenido de diversos
compuestos fendlicos (Hinestroza-Cérdoba et al., 2021), quercetina-3-rutindsido, glucdsidos de
isorhamnetina y glucésidos de kaempferol, asi como los B-glucésidos y dcidos clorogénicos (Forero et al.,
2016; Gancel et al., 2008) le podria conferir la capacidad de inhibir la viabilidad celular. Asimismo, es
plausible que, en concentraciones mas altas, ciertos componentes puedan haber desencadenado
respuestas de regulacidn celular, contrarrestando asi el potencial citotdxico observado a concentraciones
mas bajas. Pues es conocido que, el contenido de carotenoides, acido ascdrbico y espermidina presentes
en la naranijilla, le confieren propiedades antiproliferativas y antioxidantes a esta fruta (Gancel et al.,

2008).

Estimacion del efecto cicatrizante mediante ensayo de scratch

Se llevd a cabo un ensayo de scratch para evaluar el efecto angiogénico de losENy EM en la
linea celular HaCaT durante un periodo de 17 dias (ver fig. 28). Las concentraciones utilizadas fueron de
20 ug para los exosomas obtenidos mediante kit y gEV. Como controles se emplearon sélo células y
concavalina (10 pg). Mientras que como control negativo de viabilidad celular se utilizé cloruro de

cobalto (400 uM), DMSO y mitomicina (10 pg).

Los resultados indican que se evidencié una disparidad en la tasa de crecimiento celular de la
linea HaCaT en contraste con el grupo de control (constituido Unicamente por células) (92,3% de
viabilidad celular) cuando se sometieron a los diversos tratamientos. Especificamente, al emplear una
concentracion de 20 pg de EN obtenidos mediante el método de kit, se registré un aumento significativo
del 97,5% en la proliferacién celular (***p=0.0009), mientras que no se observaron diferencias notables
(ns) en el caso de los EN aislados mediante la técnica qEV tras 17 dias de exposicidon. De manera similar,

al utilizar 20 pg de EM obtenidos a través del método de kit, se evidencié un aumento igual al 92,7% en
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la proliferacién celular (*p=0.0126), y nuevamente no se encontraron diferencias significativas (ns) para

los EM obtenidos mediante qEV durante el mismo periodo.

En cuanto a los controles experimentales, tanto el CoCl, como el DMSO exhibieron una
reducciéon considerable en la viabilidad celular, con porcentajes iguales a -113,5% y -75%,
respectivamente, con un valor de **p=0.0094 después de 17 dias de exposicidn, segln se ilustra en la
fig. 28. Ademas, el control negativo basado en la mitomicina mostré una significativa disminucién en la
proliferacion celular con un valor porcentual igual a -105,4% y *p=0.0169. En contraste, el control

positivo correspondiente a la concavalina no demostré diferencias significativas (ns).
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Figura 28

Efecto angiogénico en la linea celular HaCaT evaluado con EN y EM

a. Efecto angiogénico en células HaCaT
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Nota. a. Efecto angiogénico en células HaCaT mediante el ensayo de scratch. Se analizé el efecto
angiogénico de exosomas (20 ug) aislados de muestras de naranjilla y mortifio mediante un ensayo de
scratch en lineas celulares HaCaT. El periodo de exposicidn de las células a los tratamientos fue de 17
dias. Las barras de escala se indican a 200 um. b. Tincidn de células con diferentes tratamientos en
ensayo de scratch. c. Resultados de porcentaje de cierre de cicatriz en la herida a lo largo del tiempo. El
promedio de drea de raspado es igual a 0.21 mm. Los resultados obtenidos se expresaron como media
SEM. Para el analisis estadistico, se utilizd el programa Graphpad Prism8 y se realiz6 un ANOVA de dos
vias. La significancia estadistica se indicd mediante el uso de los simbolos *p, **p, ***p, ****p y NS (no

significativo).

La proliferacién celular inducida por el control con concavalina sugiere la capacidad de las células
HaCaT para responder positivamente a sus estimulos. Esto concuerda con los resultados obtenidos por
Hawage et al. (2016), donde a una concentracion de 10 pg/mL de Con A resultd en un incremento
notable en la supervivencia celular en contraste con las células que no fueron sometidas a la
estimulacién con Con A. Por otro lado, los controles con mitomicina, DMSO y CoCl, resultaron en una
disminucion de la viabilidad celular, lo que apunta a sus efectos inhibitorios y citotdxicos sobre la
proliferacion celular (Vang Mouritzen & Jenssen, 2018; C. Yang et al., 2011), lo cual valida la metodologia

experimental.

En lo que respecta a los resultados de viabilidad, se sugiere que el incremento en la viabilidad
celular asociado al tratamiento con EN y EM obtenidos a través del kit, en contraste con los resultados
no significativos derivados de los exosomas purificados mediante qEV, puede estar influenciado por el

proceso de aislamiento y la concentracién de exosomas (20 pg) administrada.

La variabilidad en los resultados entre los dos procedimientos de purificacion podria estar

relacionada con las propiedades inherentes de los exosomas obtenidos en cada método. Los exosomas
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recolectados mediante el kit podrian contener moléculas como acidos nucleicos (ARN) que fomentan
una mayor interaccién con las células HaCaT, lo cual podria llevar a un incremento en la viabilidad celular
observada (Than et al., 2018). En contraste, los exosomas aislados a través de qEV podrian tener una
menor capacidad de interaccién con las células, posiblemente debido al prolongado tiempo requerido
para la extraccion mediante cromatografia qEV. Durante este proceso, es factible que el rendimiento de
acidos nucleicos se reduzca, especificamente mRNA, lo cual podria explicar la falta de un efecto
considerable en la viabilidad celular (Sidhom et al., 2020). Asi pues, el procedimiento se extiende por un
periodo prolongado, existe la posibilidad de que los 4cidos nucleicos presentes en los exosomas puedan
degradarse debido a factores como la temperatura, la exposicion a enzimas y la interacciéon con las

superficies de las columnas (M. Lee et al., 2016).

En concordancia, los exosomas se han confirmado como elementos cruciales en la comunicacién
intercelular, dado que contienen una variedad de factores celulares como proteinas y microARNs
(Gentile & Garcovich, 2019). En una investigacion realizada por Yang et al. (2020), los exosomas
derivados de células madre de tejido adiposo (AD-exos) tuvieron un efecto similar en el proceso de
curacién de heridas de piel en ratones BALb/c, observando un efecto acelerador significativo en el
séptimo dia después de la herida, un proceso que puede estar relacionado con la expresion diferencial
de microARNSs inducida por la inyeccién de AD-exos. En este sentido, Cheng et al. (2020), realizd un
ensayo de scratch sobre células HaCaT, cuyos resultados reflejaron que las vesiculas extracelulares
derivadas de las células madre mesenquimales (MSC) que transportaban miR-27b podrian tener el
potencial de agilizar el proceso de cicatrizacién de heridas cutaneas mediante la activacion al alza de

JUNB e IRE1q, lograda mediante la inhibicidn de ITCH.

Los queratinocitos en estado de reposo generan sefiales para el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) y para el VEGF. Sin embargo, cuando se activan debido a agentes

bacterianos o a dafio directo causado por luz ultravioleta o productos quimicos, la forma en que
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expresan citoquinas y quimiocinas se modifica (Nestle et al., 2009; Suter et al., 2009), aumentando sus
niveles en condiciones de enfermedades de la piel, como la psoriasis o la dermatitis atdpica (Albanesi et
al., 2007; Colombo et al., 2017). Las células HaCaT tienen la capacidad de liberar factores de crecimiento
y citocinas que tienen el potencial de activar la angiogénesis en las células endoteliales vecinas. Estos
factores abarcan el VEGF, el factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF) y otros (Shima A’b et al.,
1995; X. H. Yang et al., 2006). Dentro del mecanismo de angiogénesis, las células cancerosas emplean el
VEGF para activar la produccién de metaloproteinasas de matriz (MMPs) en las células endoteliales
activadas. Estas enzimas descomponen la matriz extracelular, permitiendo que las células endoteliales
migren y, a medida que lo hacen, se dividan, organizdndose en estructuras tubulares que gradualmente
se convierten en una red de vasos sanguineos madura, gracias a la contribucidn de factores de adhesidn
como las integrinas a o B (Nishida et al., 2006). Por tanto, el VEGF desempefia un papel crucial en el

desarrollo y la revitalizacidn de los tejidos.

La observacion mediante tincién con hematoxilina y eosina (HE) mostré que los exosomas
purificados a través de gEv y kit, obtenidos de mortifio y naranjilla, tuvieron un impacto positivo en la
proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales HaCaT. En la fig. 30-b, se evidencian los
componentes citoplasmaticos de color rosa en los tratamientos con exosomas, mientras que los nucleos

se presentan en un tono azul oscuro (Fischer et al., 2008).

Extraccion de RNAs

Determinacion de la cantidad y calidad del RNA extraido

En relacidn al analisis de la cantidad y calidad del ARN, se pudo verificar que los conjuntos de
muestras de EM exhibieron una mayor cantidad de ARN en comparacidn con los resultados derivados de
los EN (fig. 29-30). Reflejando un promedio de concentraciones en los pools igual a 211,3875 ng/ul para

las muestras de EM y de 154,25 ng/uL en los EN.
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Sin embargo, es importante sefialar que, tanto el RNA obtenido a partir de EM y EN, exhibieron
una evidente presencia de contaminacién por fenoles, compuestos aromaticos, carbohidratos, sales o
polisacéridos, indicada por el pico a 230 nm, asi como una baja concentracidn en la relaciéon 260/230,
gue idealmente deberia situarse dentro del rango de 2.00-2.20 (Eldh et al., 2012; El-Khoury et al., 2016).
Ahora bien, la lectura de absorbancia a 230 nm (A230) también se reconoce como sensible a la
estructura de las proteinas (P. F. Liu et al., 2009). Los perfiles UV de soluciones proteicas generalmente
exhiben cambios graduales en lugar de picos a 230 nm. En este sentido, las proteinas en estado plegado

presentan una A230 mayor que aquellas en estado desplegado (Park & Marqusee, 2005).

Por otra parte, dentro del ambito de los exosomas y su habilidad para llevar cargas, la lectura de
absorbancia a 230 nm guarda una relacidn directa con la capacidad de incorporacién de sustancias, tales
como medicamentos o moléculas activas. Esta relacidn surge a partir de las caracteristicas inherentes de
estos compuestos. En consecuencia, es plausible inferir que tanto la naranjilla como el mortifo podrian
contener componentes susceptibles de medirse a esta absorbancia. Cenik (2022) en su investigacion,
donde incorporaron carga de Docetaxel en exosomas derivados de células Hela, llevaron a cabo una
medicion de la absorbancia a 230 nm utilizando un espectrofotometro UV. El objetivo de esta medicidon
era evaluar la eficacia de la carga de Docetaxel en los exosomas y sus capacidades de carga de la

sustancia activa.

En contraste, en lo que respecta al indice de pureza caracterizado por la relacién 260/280,
indicativo de ausencia proteica y peptidica, las muestras derivadas de EM se mantuvieron en un
intervalo adecuado, oscilando entre 1.80-2.00 (ver fig. 29) (Ahlberg et al., 2021; Patel et al., 2011). Por
otro lado, las muestras provenientes de EN exhibieron una calidad inferior distante de los criterios

Optimos del radio 260/280 (ver fig. 30).



Figura 29

Cantidad y calidad de RNA de EM

a. RNA obtenido a partir de EM
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b. Cuantificacion de muestras de RNA de EM

sample ID Nucleic Acid 260/280 | 260/230
(ng/pL)
EM1 422 2,17 0,74
EM2 157,5 1,77 0,37
EM3 323,9 2,01 0,57
EM4 201,8 1,86 0,35
EMS 163,3 1,79 0,31
EME 83,6 1,69 0.26
EM7 61,7 167 0,21
EMS 2773 1,61 0,49

Nota. a. Graficas del RNA obtenido a partir de EM. b. Cuantificacion de las muestras de RNA. La cantidad

y calidad del RNA fue analizada mediante el software NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™, v1.6).



Figura 30

Cantidad y calidad de RNA de exosomas obtenido a partir de naranjilla

a. RNA obtenido a partir de EN
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b. Cuantificacién de muestras de RNA de EN

sample ID Nucleic Acid 260/280260/230)
(ng/uL)
EN1 28,6 165 | 028
ENZ 525 166 | 026
EN3 46,3 168 | 025
EN4 74,8 169 | 022
ENS 577,3 16 0,35
ENE 146 1,77 | 033

Nota. a. Graficas del RNA obtenido a partir de EN. b. Cuantificacién de las muestras de RNA. La cantidad

y calidad del RNA fue analizada mediante el software NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™, v1.6).
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Los exosomas transportan una coleccidn particular de miARNs, otros ARNs pequefios no
codificantes (piARN, snARN, snoARN, scaARN, YARN), ARNs antisentido naturales, ARNt y sus
fragmentos, ARNm vy sus fragmentos, ARNr y ARNSs largos no codificantes (Batagov & Kurochkin, 2013; Li
et al., 2014; Manterola et al., 2014; Valadi et al., 2007; Vojtech et al., 2014). El perfil de ARN en los
exosomas frecuentemente no refleja el de las células progenitoras, lo que sugiere que el empaquetado
de ARN en los exosomas es un proceso selectivo (Creemers et al., 2012; Guduric-Fuchs et al., 2012).
Dado que se encuentran conjuntos de miARN similares en las vesiculas secretadas por diversos tipos
celulares, podria existir un mecanismo comun para la exportacién selectiva de miARNs (Guduric-Fuchs et
al., 2012). Aunque dicho mecanismo comun es desconocido, recientemente se ha logrado algun avance,
demostrando que los miARNs exosomales son seleccionados por proteinas, ARNm diana o
modificaciones postranscripcionales (Janas et al., 2015; Koppers-Lalic et al., 2014; Squadrito et al., 2014;

Villarroya-Beltri et al., 2013).

En el andlisis cuantitativo y estequiométrico de los contenidos de ARN en los exosomas, se
destaca una clara disparidad: tan solo una molécula de ARN por cada 10 exosomas. Ademas, al
considerar que el porcentaje de miARN en el total del ARN exosomal suele variar entre el 10% y el 40%
(Li et al., 2014), se vuelve evidente que la proporcién de exosomas "vacios" (sin ninguna molécula de
ARN) supera a la de exosomas ocupados (que contienen al menos una molécula de ARN). Para identificar
una Unica copia de un miARN particularmente abundante, en promedio, se deben analizar mas de 100

exosomas.

En términos generales, cada exosoma incorpora un promedio de 0.00825 moléculas de miARN
(Chevillet et al., 2014), lo que significa que solo una molécula se encuentra presente por cada ~120
vesiculas extracelulares (VEs). Este panorama se complejiza considerando que un cuerpo multivesicular

(MVB) alberga, en promedio, 24 VEs (Von Bartheld & Altick, 2011). En consecuencia, la liberacién de un
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miARN requiere la fusion de cinco MVB con la membrana plasmatica, en promedio (Janas et al., 2015).

Esta podria ser la razén subyacente de la baja concentracién de ARN obtenida en las muestras de EN.

Ahora bien, debido a que el ARN contenido en los exosomas es principalmente de naturaleza
pequeiia, la presencia de ARN ribosomal es escasa o practicamente nula en estos compartimentos. Por
tanto, los analisis de ARN basados en geles carecen de los dos picos correspondientes a las subunidades
de ARN ribosomal 18S y 28S, que son prominentes en el analisis del ARN celular (Ldsser et al., 2012).
Esto puede corroborarse con el método de extraccidn de exosomas empleado, puesto que los enfoques
de SEC, especialmente gEV, capturan una amplia cantidad de fragmentos con longitudes inferiores a 15
nt (Buschmann et al., 2018). Debido a esto, no se considerd dptimo realizar un analisis en gel de agarosa
(electroforesis) ya que no seria representativo ni informativo.

Capitulo V: Conclusiones y recomendaciones
Conclusiones

En relacidn a la obtencion de EN y EM utilizando cromatografia por exclusién de tamafio, se
observé una variabilidad en los tamanos y fracciones que contenian los exosomas en ambas muestras.
En el caso del mortifio, se encontrd que las fracciones F3 hasta F10 albergaban exosomas con un
contenido proteico de 2,203 mg/mL, mientras que, en la naranijilla, las fracciones F2 hasta F7 contenian
exosomas con un contenido proteico de 2,061 mg/mL. Cuando se aumentd el volumen de la muestra de
mortifio a 2 mL, se observd un aumento en el contenido proteico a 3,930 mg/mL, en contraste con la
naranjilla que mostrd una variacion similar entre las fracciones F4 y F9 con un contenido proteico de

3,833 mg/mL.

Los hallazgos de los efectos angiogénicos de los exosomas en la linea celular HaCaT indican que
los EN y EM tienen un impacto significativo en la proliferacion celular. Especificamente, los EN obtenidos

a través del método de kit mostraron un aumento del 97,5% en la proliferacion celular, mientras que los
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EM obtenidos de la misma manera presentaron un aumento del 92,7%. Sin embargo, los exosomas de
ambas frutas aislados mediante la técnica qEV no mostraron diferencias notables en la proliferacion
celular en comparacion con el grupo de control. Estos resultados sugieren que el método de obtencidn

de exosomas puede influir en sus efectos angiogénicos en células HaCaT.

Los pools de extracciones de RNA mostraron un promedio de concentraciones de 211,3875
ng/ul para las muestras de EM y de 154,25 ng/ul en los EN. En cuanto al analisis de pureza y calidad del
RNA extraido a partir de los exosomas, se encontraron diferencias entre las muestras de mortifio y
naranjilla. Ambas muestras mostraron contaminacién por compuestos como fenoles, aromaticos,
carbohidratos y sales, indicada por el pico a 230 nm vy la baja relacion 260/230. Sin embargo, en términos
de la relacién 260/280, que refleja la ausencia de proteinas y péptidos, las muestras de mortifio se
mantuvieron en un rango adecuado (1.80-2.00), mientras que las muestras de naranjilla mostraron una

calidad inferior.

Recomendaciones

Para lograr una comprensién mas profunda y completa de las propiedades de los exosomas
derivados de frutas andinas, se recomienda la exploracidn y comparacion de métodos de protedmica.
Asimismo, el empleo de técnicas de alta resolucién, como DLS, citometria de flujo o analisis por

nanoparticulas en seguimiento (NTA), para un analisis mas detallado.

Se sugiere llevar a cabo estudios especificos para comprender cdmo las variaciones en la
composicion de exosomas originados en frutas andinas podrian influir en los efectos angiogénicos en
diversos tipos de células y condiciones experimentales. Explorar este aspecto con meticulosidad y
profundidad permitiria obtener una comprensién enriquecedora sobre la interaccidn de los exosomas

con diferentes tipos de células.
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Dado que los enfoques de SEC, especialmente qEV, pueden capturar fragmentos de ARN mas
cortos en proporciones significativas, se sugiere investigar y comparar distintos métodos de extraccion
de exosomas, para determinar cudl proporciona la mejor calidad y cantidad de ARN para su andlisis. Esto
asegurard la representatividad y fiabilidad de los resultados obtenidos. Las técnicas basadas en
secuenciacién de nueva generacion (NGS) y la cuantificacion de ARN basada en amplificacidon pueden

proporcionar informacién mas precisa sobre el contenido de ARN en los exosomas.
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