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Exosomas - Importancia |NTRODUCC|()N
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(Gioia et al., 2020) (Chaput & Théry, 2011) (Lai et al., 2013).
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° Exosomas - Biogénesis INTRODUCCION
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Exosomas - Composicion INTRODUCCI ()N
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Exosomas - Aplicaciones INTRODUCCI () N
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INTRODUCCION

Zonas de producciéon de tomate de drbol, naranijilla y

Frutas - Generalidades

Tabla. Clasificacidn taxondmica
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(Albarracin, 2013; Flores Rodriguez, 2007; Valverde et al., 2010)
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Frutas — Propiedades biologicas

INTRODUCCION
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OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener exosomas a partir de tomate de arbol (Solanum betaceum Cayv, Solanaceae), naranijilla
(Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y uvilla (Physalis peruviana L., Solanaceae)

Objetivos Especificos

electronica
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Espécimen
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—— Gel

\
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exosomas mediante
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\\

Caracterizar exosomaQ
AN

mediante de microscopia

de exosomas mediante
ensayo colorimétrico MTT

Determinar la citotoxicidad\

Analizar el perfil proteico de)

.
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HIPOTESIS

Los exosomas aislados a partir de extractos de tomate de arbol (Solanum betaceum Cav, Solanaceae),
naranjilla (Solanum quitoense Lamarck, Solanaceae) y uvilla (Physalis peruviana L., Solanaceae)
mediante columna de exclusion de tamafio presentan en su composicion las proteinas CD81, CD63 y
Alix y no muestran citotoxicidad frente a lineas celulares humanas.

CD81
CD63
Alix

Cell death

A

3

U
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Aislamiento de exosomas

Extraccion

-
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MATERIALES Y METODOS

Centrifugacion

@ 400G, 20min

() 800G 20m|n

@‘7600G 40m|n

Resuspender
en 125uL PBS

Proteinas o/
[

_— =

Exos

Nanodrop

T

@

Filtracion

0, 45um 0,22um

@11um
of of oy
pe- ,

' Resuspender
\ | en 500uL PBS

M'v

Cuantificacion proteinas

00000000
20262628

Bradford

GESPE

UNIVEREIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Caracterizacion de exosomas MATERIALES Y M ETO DOS

Western Blot TEM

Tincion negativa

Preparacion de muestras Shock térmico Electroforesis vertical Verificacion de proteinas en gel
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Determinacion de la citotoxicidad
~ HFF
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19 Caracterizacion de exosomas por TEM RESULTADOS Y DlSCUS EJ)J\‘]

Histograma de Distribucién de

Frecuencia
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en Image). Histograma elaborado en GraphPad
& Melzig, 2019) (Yanez-Mo et al., 2015) (Doyle & Wang, 2019)




Cuantificacion de proteinas

[Proteina] ug/ulL

Elaborado en GraphPad.

Cuantificacion de proteinas. A280nm

5,6 7 8 9101112131415161713

Fraccion No.

(Kuo, & Jia, 2017) (Buschmann et al., 2018)

RESULTADOS Y DISCUSION
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(iZON, 2018)
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1 Analisis del perfil proteico — Electroforesis vertical RESU LTADOS Y/

SEC
Exos N (SEC Kit
| ExoT ExosU ExoT ExosN | (5EC) : .
- e f | ExoU ExoT  ExoN
3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 e
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150 100 11 g [ g |\ . a
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R [ i g ¥ 110 || ¢
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" | 3/ 4 BT
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N ‘ ¢ P
i " : W Z A % ’ ‘g | & "
‘ | b 3 ) - -
'l -15 }t, ‘ T
t RN N -
dlial. 1 | B ! d

Perfil proteico de exosomas aislados por SEC y kit en geles de poliacrilamida al 10% bajo condiciones desnaturalizantes/reductoras con
tincion Coomassie Blue. MV: microvesiculas, Exo: exosomas, T: tomate de drbol, N: naranijilla, U: uvilla, M: marccdor de peso molecular, C:
—een_________ mESPE
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22, I .- RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis del perfil proteico — Electroforesis vertical

Intensidad
MVU MVN  MVT  ExosT(SEC) M . Ees U/ (E€) 4 _ %
12 5 =R B o= g B = !
= 4 ;.= Lk | R 4f' 1‘ 20 I:“J ZA
150~ i ks 1 150 — o
100~ | 100 - -

'3 s o
L 46-95kDa | —p 62-81kDa i

7
‘\/\!
S

Y

S&0

ol

-
N

SDS de 4 Citrus = Proteinas del citosol (actina y enzimas proteoliticas) Andlisis de densitrometria en
MV # NV Proteinas de membrana Imagelab (carril 4)

B ®ESPE
hang, Viennois, et al., 2016) '
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Analisis del perfil proteico — Western Blot

' Exos U

Exos N

f

90kDa
Alix

30-60kDa
CDe63

22-25kDa
CD81

ExosT |

1
w#"l’ ‘rs—ﬁ_ MR Y [ ]l —» 90kDa
. l“&;_ PSS 1T

— 32-60kDa

— 22-25kDa

Tetraspaninas (CD9, CD63, CD81) = maduracién
biosintética y trafico de membranas

Andlisis en Imagelab.

Alix, TSG101, HSC70 y HSP9OB —> ESCRT

Biogénesis independiente de ESCRT (dependiente de esfingomielinasa)

(Shao et al., 2018)

(Crescitelli et al., 2013)

RESULTADOS Y DISCUSION

Alix

Intensidad

oo0'0

ooo

sZ0
SZ0

0s'o

VIR W W i \\ /

0s'0
1

CDé63 CD81
Intensidad Intensidad
- . g 8
I 1 8 )5
B
:-:}
{

050

\\\’ l/’\l/"‘v : oY \\f
o

Analisis de densitrometria en Imagelab

Exos mamiferos = Exos plantas

(Stuffers et al., 2009)
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Determinacion de la viabilidad celular

RESULTADOS Y DISCUSION

1587 l:l Tomate HFF 24h 85-102%
|:| Naranjilla f 1
119 Uvilla e o T - Tratamiento ANOVA
= oD COE CcDE CDE  cper CDEF T T . 7
s e ope 2 o S — —— — o T Concentraciéon [ ] 5 y 20ug p<0,10
= I = . Tratamiento vs [ ]
# . T R
A S
38 —
2 N T T T
& 5] o o & & z = & e o . = = 5 5 = e —
= : = =z 8 = § § : & 3z & = & 2 & z 2 =~ NV (5,20ug) a 24,48,72h -
Tratamiento*Concentracién antiproliferativa celulares cancerosas
158 HFF 48h
91-97%
| |
1184 E
E E E
2 coe coe  _DE DIE DlE 1 L T ,
= gecpe BCDE  BCDE BCDE . 7 Je e . .7
: e e ST ST LT Acido fosfatidico = absorcién y proliferaciéon
= AB T 1
= A T
T
38
Los valores se presentan como medias = SEM. Diferentes
Z S 8 & £ & 8 £ 8 =8 ® 2 &2 g§ =2 @& £ & & letras (a, b, ¢, d, e, f, g) en una misma barra muestran

Tratamiento*Concentracion

diferencias significativas, segin la comparacién de Duncan
(p< 0,10)

Elaborado en InfoStat

(Raimondo et al.,

2015)

(Liu et al., 2013) (\') ESPE
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Determinacion de la viabilidad celular

RESULTADOS Y DISCUSION

[:l Tomate Hela 24h l_Gi
l:l Naranjilla —|G— T
115 Uvilla FG FG . . .
e EF [ T Antiproliferativa
= e DEF  DFF DEF — T 1 . . . .
s e J citocinas proinflamatorias (IL-6)
;_; gc  BC _BC —TE i S| | o
T I L = | = o ] . ] . ]
38 AB Antioxidante: &c. rosmarinico, dc. ursélico, dc.
h | r L] Ll Ll Ll
A 4 Z gdlico, catequina y galato de epicatequina
_2 —!_ —!— ’:E T T T T T T T T
= & 2 s ¢ 92 § £ § &8 §£ 8§ §8 §8 3 5 ¢ 3
Tratamiento*Concentracion
1597 HeLa 48h Antiproliferativa y antioxidante: fenoles, dc.
o 83.86% ascorbico y carotenoides
- F F . F
£ I .
= E E E E
=
Z © coe coe DE DE T —— [ L . . . , , . .
3 e e 2L Antiproliferativo: ac. clorogénico, rutinay
38 ) -1 a .
O antocianinas
_2 FCIII:‘ l.'l'.l L'I'.l CII CII CII CII CII o w l.'l'.l o w w w l.'l'.l o] w

Elaborado en InfoStat
(Mier-Giraldo et al., 2017)

Tratamiento*Concentracian
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Determinacion de la viabilidad celular RESU LTADOS Y DlSCUSl() N

o [ \
159 . . . . o 7 Je
B Tomate HEK 24 —Gr Proliferativa: 4B-hidroxiwithanélido E,
Naranjilla q q .
L] - witaperuvina C y fisalactona
118 Uvilla EF EF T
T L @ NO y NF-kB
= 0E OE DEF
= X
E 78 co —|— —|— —|_ 1
} d L] L] L] L]
= B e 8 _sc o _FC — ° Proliferativa: espermidina
o T £ T L o
AB
A [
T Sin toxicidad: B-caroteno
—2 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
= ¥ ® & § 2z § ¥ 5 2% 2z £ 2 E 3 3 £ 3 @ radicales libres
&8 & & & = 2z 5 & z & = = § = 4 © B

Tratamiento*Concentracion

185 ek 48 N # T # U (SN, MV, Exos) = Origen celular

+100%
! 1
G
N T il T LT Antioxidante: N > T > U
= BCDEF 1T L
g . ; _B|£ a::[:- F_||CD Bti.D-E — BC.lD-EF 1
a2 79 B
z ——_ * Planta
N * Condiciones ambientales
M * Factores genéticos

2 S 5 5 5 S S S O I , e Grado de madurez:
= 3 % & > 2 % - = > Sobremaduros ffenoles Tantioxidante

SMT:20
SMT:5
MY T.20
ExoT:20
Exol:20
MY L 20
Exall20
ExaT:5
ExomM:S
MY LS
Sh20
WY 120
Exoll5
MY T:5
MY M5
SN LS
SMLU20

Tratamiento*Concentracidn

Elaborado en InfoStat (J. Kim et al., 2022) (‘) ESPE

(Sang-Ngern et al., 2016) (Gancel et al., 2008) (Burri etal., 2011) (Andrade-Cuvi et al., 2015) N et
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La técnica SEC permite aislar |

exosomas

es similar

7

" w
O]
0
c
: ) =
5 F6 - F12 e . Perfil proteico
: 2 : similar
(o) | =
X
LL
(7]
LY
1-3ug/ul 3 P
25-35nm c . h
‘0 Alix (90kDa) T ir
2-6ug/ul o fig WA,
= e o
32-110nm l: >8 : [
o LY
) = G . e
2-5ug/ul N
e 30-69nm CD63 (32-60 kDa)
\ é CD81 (22-25 kDa)
 \o _/

CONCLUSIONES

El nivel de citotoxicidad es\

Vv

\

é

independiente

" k
MV  # LEa k-
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