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Exosomas Derivados de Especies Vegetales - Aplicaciones
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(Zhang et al., 2019) (Sidhom et al., 2020) (Kim et al., 2022)



¢ EXosomas?

1. Formacion de vesiculas
endociticas por invaginacion de la
membrana plasmatica.

2. Formacion de MVB con la
membrana.

3. Liberacién del contenido vesicular,
exosoma

Exosomal cargos <+—— Exosomes
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Enzyme mRNA dsDNA
Signal transduce protein miRNA ssDNA
Cytoskeletal protein Pre-miRNA Viral DNA
Nuclear protein IncRNA mtDNA
RNA binding protein circRNA
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Endocytosis

(Guranathan et al., 2019) (Yang et al., 2021) (Perut et al., 2021)
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Expresion de proteinas

Composicion Lipidico
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Carga genémica
y transcriptomica
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Prunus salicifolia Kunth YVaccinium meridionale Swartz

&

ussun (en kichwa)
piyoculi (en tsachila)
cerezo criollo

ECUADOR

mortifio
arandano agraz
arandano andino

guinda uva de monte
capulin 2500 uva de los Andes 4500
black cherry andean berry msnm

capulin cherry msnm

s ' ’ ’ 2 - N ‘ )
TAXONOMIA DEL CAPULI \ Actividad / TAXONOMIA DEL MORTINO

Antioxidante

Reino Plantae Reino Plantae
Componente Fitoquimico Capuli
Division  Tracheophyta Division  Magnoliophyta
—} Polifenoles totales (mg GAE/100 g) 1732 + 43.40
Orden Rosales Orden Ericales
Fenoles totales (mg GAE/Q) 362,2
Familia Rosaceae o Familia Ericaceae
—’ Antocianinas totales (mg/100 g) 10,71
Género Prunus Proantocianidinas (%) 3247 Género Vaccinium
Especie  P. salicifolia Kunth —’ Flavonoides totales (mg EC/qg) 16,56 » Especie V. meridionale Swartz
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(Moncayo, 2017) (Guzmén et al., 2020) (Hernandez et al., 2018) (De Robertis et al., 2020).




Justificacion
Radicales Libres (ROS)

uv \ub Radiation Cigarette
O
OH’ ‘ o7 %\
OH" O\
NO' @
. : _..DNA damage OH'
Mitochondria - W ) -
Endogeno r \ o,
Air
pollution Exogeno

J NORMALES - Equilibrado

ESTRES OXIDATIVO -> Desequilibrado

(Banerjee et al, 2017) (Bodega et al., 2019) (Sies el al., 2018)

T ROS

Polifenoles

.| Actividad
| Antioxidante lROS
Modular . :
Aislar y caracterizar
exosomas de capuli y
Procesos mortifio; y evaluar el
bioquimicos

efecto biolégico de estos

implicados .
exosomas sobre lineas

Carcinogénesis celulares  sanas vy

tumorales.

Cardiovasculares

Neurodegeneratlvos ) ESpE \ !
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OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS

Obtener de exosomas a partir de Prunus salicifolia Prunus salicifolia Kunth, Rosacea (capuli) y Vaccinium
Kunth, Rosacea (capuli) y Vaccinium meridionale meridionale Sw., Ericaceae (mortifio) secretan
Sw., Ericaceae (mortifo). exosomas con actividad antioxidante.
N\

i [ Caracterizar exosomas de dos frutos andinos mediante microscopia electronica.

0 B‘] ET lVOS Ainaliz?r el perfil prolteico de exosomas de dos frutos andinos mediante
- = clectroforesis vertical.
ESPECIFICOS |

n )
y \l Determinar la citotoxicidad de exosomas de dos frutos andinos mediante ensayo
colorimétrico con Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).
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CENTRIFUGACIONES
SERIADAS
) /
Capuli
600 g

<

-

o
Q’

Mortiiio
500 g

Aislamiento de Exosomas de Capuli y Mortifio

25 mL extracto + 25 mL PBS 1X
v . o i i

@ 400 G - 20 min
C

(2) 800G - 20 min

= _ | (3)7600 G - 40 min

Centrifuga Refrigerada

25 mL extracto + 25 mL PBS 1X
D O [ O O I D Em

It IRliRLiIREInt!

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION POR
TAMANO (SEC)

Filtracion

10 mL \

EQUILIBRAR

3mL
’ Sobrenadante

Columna
iZON qEVoriginal

20 fracciones

Esquemas elaborados en BioRender

(500 uL c/u)
Cuantificacion
VYV — 99 — 7
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ELECTROFORESIS VERTICAL DE PROTEINAS
EN GEL DE POLIACRILAMIDA

= / y Exosomes
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Exosomas

&

Mesh de
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

Caracterizacion de Exosomas de Capuli y Mortifio

Esquemas elaborados en BioRender
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Image Processing & Analysis in Java
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celular.
(ATCC),

en cultivo
HEK-293

celulares utilizadas
A) HELA (LABIV), B)
C) HFF (LABIV)

Lineas

Determinacion de Citotoxicidad de Exosomas sobre Lineas Celulares

PROLIFERACION CELULAR

.

37°C
5% CO,

ENSAYO MTT

DIA 1: Plaqueo DiA 2: Tratamientos

P —

efefie

‘ 1 V
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DIA 4: LECTURA (570 nm)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacidon de exosomas de dos frutos andinos
mediante microscopia electronica de transmision

(TEM)




Aislamiento de Exosomas y Cuantificacion Proteica por BCA

#h

. %:1%: @ 1,068 mg/mL 0,937 mg/mL
FRACCIONES: 6 - 11 s 2 '

4
A & ——— ~
%@%'g TEm ‘ # 2,321 mg/mL 3,258 mg/mL

Cuantificacion de Proteinas de Capuli y Mortifio

6= Capuli
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Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Exosomas de Capuli

BOTTH
5

¢

[S— 550 m

6=

4=

ilnnnnnlls

30 32 34 36 38 40 42 #4

Exosomas

=

Diimetro (nm)

(Yellon et al., 2021) (Zhang et al., 2018) (Lotvall el al., 2014)

Exosomas

Exosomas de Mortifo
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Imagenes analizadas con ImageJ
Esquemas elaborados en GraphPad Prism



RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis del perfil proteico de exosomas de dos frutos

andinos mediante electroforesis vertical




Electroforesis Vertical de Proteinas de Capuli y Mortifio

Densitometria del Perfil Proteico de

) ) - " . 5
Perfil Proteico de Capuli y Mortifio en Gel de Poliacrilamida al 10% Exosomas de Capuli y Mortifio
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Inmunodeteccion de Proteinas Exosomales mediante Western Blot

120 ug
de proteina

kDa fntegring otillin

MHC 111l

Exosomas Mortifio
Microvesiculas Mortifio
Sobrenadante Mortifio
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(Garcia et al., 2015) (Zhang et al., 2019) (Safakheil et al; 2020) (Doyle et al., 2019) (Chiang et al., 2019)



RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la citotoxicidad de exosomas de dos
frutos andinos mediante ensayo colorimétrico con Bromuro

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-1l)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
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Citotoxicidad de Exosomas sobre Lineas Tumorales
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Citotoxicidad de Exosomas sobre Lineas Tumorales

| O24h _
HEK-CAPULT | ooeh HEK - MORTIRO H aan
* Kk
150.:,.,. .................................................................................................................
] Sk 450 s
S ! -
g 10[)'.5.1._1‘_' ..................... ez l [1 .... ] .......... —..... ] EE
?l; ] L I__ll 5 1009 (o gy oo foeeeeeene T
=] L [-1]
£ : o
3 50_:, i UUUTUUYY UUUDPUUUDITY O N | ( IUUUURY BN Y DUUURY O A (TN B | RN B Y e g
g ] § 50 b b g o
] r 1 >
_— ﬁli 20 20 20 I_'='
L D u u ug s
y 4 x l—gJ \%} k—J 0 | l_. — )l( n | T T
: ’ N 4 /,"" p -

M7 viabilidad

{\
LS

X Citotoxicidad

r r Sobrenadante

} Microvesiculas
=
R

v Exosomas

**** 2p<0.0001
*** > p=0.001
* 2 p=0.020

(Shiloaj, 2021)

HEK: Inmortalizada a partir de rifién
embrionario humano mediante la

transformacion con adenovirus {\) ES pE &!
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Citotoxicidad de Exosomas sobre Linea No Tumoral
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