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INTRODUCCION Metabolitos

iExosomas? — Vesiculas extracelulares

Cbh81
CD69
CD63

Lipidos

Caracteristicas ;F‘O

generales
e Escala e Cargamento

nanometrica complejo

e Dependiente de
* 30-100 nm célula secretora
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e Formados en cuerpos
multivesiculares

(MVB'’s)
e Secretados por
exocitosis

(Harding et al., 2013) (Yokoi & Ochiya, 2021)
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(Gurung et al., 2021; Liu et al., 2021; Zhang et al., 2021) (Tschuschke et al., 2020)



INTRODUCCION

Funciones y aplicaciones

2. 1. Fusion

2. Endocytosis

4, Surface interaction ’
TARGET CELL Vehiculos

modificados
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(Urzi et al., 2021) (Yang et al., 2020) (Zhang et al., 2019; Isaac et al., 2021) (Hade et al., 2021) o AN e e

Mecanismos de accion exosomal
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Exosomas de origen vegetal

* Biocompatibilidad
* Rendimiento
* Disponibilidad

Dictiosoma l
Alternativa a exosomas derivados
Descripciones de exosomas en de células mamiferas
varios organismos vegetales
; I e
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(Logozzi et al., 2021; Perut et al., 2021; Redman, 2021) (Halperin & Jensen, 1967) (Nemati et al., 2022) \ ié TR TN T T
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Composicion de maracuya, taxo y lima

Passiflora edulis

HO
Polifenoles
Flavonoides Isoorientina
Triterpenos

Polifenoles B-caroteno
Flavonoides

Carotenoides

Passiflora tripartita

Flavonoides
Limonoides \ CH;
Limoneno

(Deng et al., 2010) (Garcia-Ruiz et al., 2017) (Spadaro et al., 2012) (Xe et al., 2020)

Citrus x aurantifolia

Efectos
antioxidantes
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. o Queladores de metales
Mecanismos antioxidantes

o

Activacion de respuestas antioxidantes

Anti-oxidant gene
Detoxifying enzyme

Fl - OH
A s
OH o) ucieus
Secuestro de radicales libres Antioxidantes

Inhibicion de enzimas
oxidantes

R*+Crt - R + Crt*"

Supresion de vias de

R* + Crt — R+ + Crt* senallzaczlon relacionadas
con estrés
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(Pietta, 2000) (Fiedor & Burda, 2014) (Qin et al., 2018) (Chiaradia et al., 2021)




Justificacion

~

Condiciones favorables

de produccidn Oportunidad de

investigacion
Hipotesis
Las frutas de maracuya, taxo y lima secretan

exosomas con efectos citotoxicos en lineas
celulares cancerigenas.

|

(Ecuador - Population Fact Sheets, 2021) (Lluch Herndndez, 2016) (Xu et al., 2020) (Caiizares & Jaramillo, 2015)

Number of new cases in 2020, both sexes, all ages

Breast
3563 [12.2%)

Prostate

32491011, 1%)
Other cancers Colarectus
15823 (54.1%)

2 481 [B.5%)
Thyrald

1 685 (5.8%)

Stomach
2472 (B.d%)

Total: 29 273

Prevalencia de casos

I Casos
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Objetivos °

Objetivo General

Obtener exosomas a partir de maracuya (Passiflora edulis Sims, Passifloraceae), taxo
(Passiflora tripartita Poir, Passifloraceae) y lima (Citrus x aurantifolia Swingle, Rutaceae).

Objetivos Especificos

Caracterizar exosomas a partir de frutos de maracuya (Passiflora edulis Sims, Passifloraceae), taxo
(Passiflora tripartita Poir, Passifloraceae) y lima (Citrus x aurantifolia Swingle, Rutaceae).
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Metodologia

Obtencion y purificacion de exosomas
mrmimimimimiemisiciciceicicocoeeseoi e 3 Purificacion por SEC
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4 Visualizacion en TEM
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Elaborado en BioRender



Metodologia

Caracterizacion de exosomas

90 ¢ »- _, : Lectura a
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RIPA 1:2
95 °C 5 min
Choque térmico 5 min

)

CD63 1:1000
CD69 1:1000
CD81 1:1000
ALIX 1:500

LA

GAM-HRP
1:10000

Elaborado en BioRender
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Gel 4% / 10%
120V, 120 min
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Metodologia — .

Estudio de citotoxicidad ‘800000000000
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Elaborado en Biorender



Resultados y discusion

Perfiles de elucion proteica de las distintas muestras

6 =—
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Fracciones

(Kotmakei & Akbaba, 2017) (Sidhom et al., 2020) (Bokka et al., 2020; You et al., 2021)
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Elucidon de proteinas en
fracciones tardias

Elucidon de vesiculas de
mayor tamano en
fracciones iniciales

E¥ o

2

1\

Q
il o‘bw

9

0

g ) ESPE\/

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS Hf\f\
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Resultados y discusion 14

‘ Caracterizacién por TEM

e \esiculas en forma
de copa ahuecada
o baldn desinflado

e Tamanos de 30-85

nm
Maracuya Taxo
100+
I O Taxo
E 1 Lima
E ] ] ] Maracuya
E J
Histograma de o 507
= ]
frecuencia relativa E H
3 ] _
- T
ElplallEnel . GESPEN
(Lotvallet al., 2014) (Moscardini et al. 2020) 30 35 40 45 50 55 Gn 65 70 75 80 35 ¥/ SNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS oIS
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Resultados y discusidon

r §
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e Bandas de 15 a 250 kDa
50 -
e Bandas de tamanos
similares entre 3
exosomasy
microvesiculas 25
20
15

Electroforesis Vertical

(Bokka et al., 2020) (Livshits et al., 2015)
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Resultados y discusion

[ Inmunomarcaje

kDa

100 =2

-

Alix

CD63

CD81

L

CD69

(Zhang et al., 2019) (Nemati et al., 2022) (Boucheix & Rubinstein, 2001)
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Resultados y discusion

*
| |
200 ns
|
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E | ns |
T 1
o 1004
8
=
S

50+

Tratamientos

=3 Hela 24 Horas
B Hela 48 Horas

% Viabilidad

Hela:

Reduccidén de la viabilidad con
tratamiento a las 48 horas

ns

17

ns

ns

200 =
200 - ns
[ |
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=
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100 - @
=
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o
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*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p < 0.0001

(Mendelsohn & Larrick, 2014) (Matito et al., 2003)

Tratamientos

— Hela 24 Haras
= Hela 48 Horas

,v

JEEY
ECUADOR

“,

Tratamientos

— HelLa 24 Horas

w2 Hela 48 Horas
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Resultados y discusion

Reduccion significativa con exosomas de

HEK:

ns

200+ |
ns
Kok
150 |
ﬁ * ok k
T |
8 1004
.E —
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xR
50—
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A 2
4° &
& Q}

Tratamientos

= HEK 24 Horas
= HEK 48 Horas

*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001,

(Kaysan et al., 2011; Lin et al., 2014)

% Viabilidad

200=

150

100+
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maracuya (5 pugy 24 hrs) y taxo (5 ug)
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****p < 0.0001

% Viabilidad
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Efecto proliferativo en tratamientos
con exosomas de lima a 48 hrs
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Tratamientos

T HEK 24 Horas
= HEK 48 Horas
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Resultados y discusion 19

Ensayos de citotoxicidad

Reduccidén de la viabilidad dnicamente
con exosomas de maracuya (20 ug)

ns

HFF:

2000} = e
200=- ns 200 = | * | o
i | ” 150 ‘ ns
150 150 - ns -
E E E | | ns |
E 100 = z I;E 1004 = V E 100 —
=
® % = / 50
507 é 50 ¢
0 T |m = T 7z T 0 T rr_| |ﬁ [ 174 ’ E; {:- (s} CIB ‘;3
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Tratamientos

Tratamientos Tratamientos

=3 HFF 24 Horas
— HFF 24 Horas )
ZAa HFF 48 Horas = HFF 24 Haoras
1 HFF 48 Horas
X1 HFF 48 Horas

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001, ****p < 0.0001 Q%D tpr \‘é
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Conclusiones
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Recomendaciones

lon Current (%)

B > .
| ¥ %ﬁo Sintesis de anticuerpos especificos
para exosomas vegetales

ot d
10° 10% 107 10" 10' 10° 10°
100k 1

lon Current (% of control)

3 N |
e.:’ 75 LN C {
5 B |
5 so % i
o
c 25 1
S
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* Comparar actividad antioxidante
* |C50
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