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RESUMEN

La diabetes mellitus es uno de los principales problemas de salud en México, caracterizada
por hiperglicemia lo cual predispone a complicaciones como el desarrollo de tlceras de
pie diabético que en muchas ocasiones termina en amputacion del miembro, se dice que
cada 30 segundos se amputa un miembro en el mundo a causa de la diabetes. El creciente
riesgo de amputacion por ulcera del pie diabético exige nuevas opciones terapéuticas; Para
ello, determinamos el papel de IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) un dializado de bazo
bovino y sus partes en el proceso de cicatrizacion de heridas superficiales en ratones
diabéticos BALB/c. Se realiz6 una prueba de potencia para confirmar el lote de ICRP, y
de sus partes (pellet, sobrenadante y exosomas); se agregd un grupo de exosomas cargados
con insulina. La viabilidad y la curaciéon de herida en monocapa se evaluo en las lineas
celulares NIH-3T3, HUVEC y NIH-3T3. La diabetes se indujo con estreptozotocina en
ratones hembra BALB/c y las heridas se realizaron mediante diseccion de la piel del lomo.
Los tratamientos se aplicaron toOpicamente y monitored el cierre; Las citocinas
inflamatorias en el suero también se evaluaron mediante citometria de flujo y el andlisis
histologico se realizé mediante tincidon de Masson e inmunohistoquimica para p-AKT, p-
FOXO, p-P21 y p-TSC2 ademas del monitoreo del grueso del epitelio y tejido de
granulacion. El pellet y los exososomas de ICRP aumentaron la viabilidad celular, y los
exosomas cargados con insulina aceleraron la curacion de la herida en monocapa in vitro.
Ademas los exosomas cargados con insulina la liberaron constantemente a lo largo del
tiempo y en pH acido o basico in vitro. In vivo, los tratamientos aceleraron el cierre de la
herida respecto al control y se observo un mejor rendimiento en los tratamientos con
pellets, exosomas y exosomas cargados con insulina. La mejor expresion de colageno fue
inducida por ICRP. P-AKT y p-FOXO se sobreexpresaron a la alza en tejidos en curacion.

Las citoquinas inflamatorias fueron reguladas negativamente por todos los tratamientos.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is one of the main health problems in Mexico, characterized by
hyperglycemia which predisposes to complications such as the development of diabetic
foot ulcers that often end in limb amputation. It is said that a limb is amputated every 30
seconds in the world because of diabetes. The increasing risk of amputation due to diabetic
foot ulcers requires new therapeutic options; To this end, we determined the role of
INMUNPOTENT-CRP (ICRP), a dialysate from bovine spleen and its parts, in the healing
process of superficial wounds in diabetic BALB/c mice. A potency test was performed to
confirm the ICRP batch, and the effect of its parts (pellet, supernatant, and exosomes); a
group of insulin-loaded exosomes was added. The viability and healing of scratches in
monolayer were evaluated in the NIH-3T3, HUVEC, and NIH-3T3 cell lines. Diabetes
was induced with streptozotocin in female BALB/c mice and wounds were made by
dissection of the skin from the back. Treatments were applied topically and wound closure
was monitored; Inflammatory cytokines in serum were also evaluated by flow cytometry
and histological analysis was performed by Masson staining and immunohistochemistry
for p-AKT, p-FOXO, p-P21, and p-TSC2 in addition to monitoring the thickness of the
epithelium and granulation tissue. ICRP pellet and exosomes increased cell viability, and
insulin-loaded exosomes accelerated monolayer wound healing in vitro. Furthermore,
exosomes loaded with insulin released it constantly over time and at acidic or basic pH in
vitro. In vivo, the treatments accelerated wound closure compared to the control, and better
performance was observed in treatments with pellets, exosomes, and exosomes loaded
with insulin. The best collagen expression was induced by ICRP. P-AKT and p-FOXO
were upregulated in healing tissues compared to control. Inflammatory cytokines were

downregulated by all treatments.



1.-INTRODUCCION

Aproximadamente 529 millones de personas en todo el mundo vivian con diabetes mellitus
(DM) en 2021, y las predicciones para 2050 indican que mas de 1.31 mil millones de personas
tendran DM (Ong et al. 2023). En el 2020, 151,019 personas fallecieron a causa de
consecuencias de la diabetes mellitus (DM) en México lo que equivale al 14% de defunciones
(INEGI, 2021). La neuropatia periférica es una de las principales causas de ulceracion del
pie diabético (UPD) que ocurre cuando los nervios periféricos de las extremidades estan
comprometidos (Gianino et al. 2018). Siendo el 85% de las amputaciones precedidas por
UPD (Gianino et al. 2018) surgiendo como un problema de salud de importancia.
Aproximadamente 415 millones de personas en todo el mundo viven actualmente con DM
tipo 2, lo que representa alrededor del 8.3% de la poblacion mundial en 2015. Las tlceras del
pie diabético (UPD) se destacan como una preocupacion destacada. Se proyecta que hasta el
13% de los residentes de América del Norte con diabetes tipo 2 tendran una tlcera en el pie
en algin momento de sus vidas. Existe un alto riesgo de amputaciones de miembros
inferiores, ya que 85% de las amputaciones relacionadas con la diabetes estan precedidas por
el desarrollo de ulceras. E1 44% de estos pacientes enfrentan la mortalidad dentro del primer
afio después del procedimiento de amputacion (Gasca et al. 2017). Cada medio minuto, se
amputa un miembro en todo el mundo debido a la UPD (Gasca et al 2017). El proceso de
cicatrizacion de heridas se divide en 4 etapas de la siguiente manera: homeostasis (dia 1),
inflamacion (dia 1-4), proliferacion y granulacion (dia 4-21) y remodelacion/maduracion (dia
21-meses). En personas con DM se han observado fallas en cualquiera de esas etapas,
induciendo el desarrollo de UPD caracterizado por un ambiente inflamatorio. Los
tratamientos convencionales incluyen la aplicacion tépica de factores de crecimiento,
metformina, insulina entre otros farmacos, con la ayuda de vendajes no adherentes
adicionados con colageno y 4cido hialurénico (Falanga, et al. 2004) que intentan acelerar la
regeneracion celular. Siendo la insulina el tratamiento mdas eficaz de los mencionados.
Actualmente se estan introduciendo en fase clinica el uso de sustitutos de la piel humanay la
terapia con células madre mesenquimales obteniendo mayor éxito con terapias

combinatorias.



Los exosomas son vesiculas nanométricas extracelulares (50-150 nm) secretadas por
células vegetales y animales (Gurunathan et al. 2021) que ejercen diversas funciones
bioldgicas debido a su contenido, como ADN, ARNm, miARN y proteinas (Li et al. 2021).
Poseen biomarcadores caracteristicos, tales como, CD63*, HSP90, HSP70, TSG1 y HMGBI
(ExoCarta 2022; Gao et al. 2021). Son capaces de actuar como componentes en la
comunicacion celular ademas de usarse como vehiculos de entrega, ya que pueden liberar
compuestos bioactivos, poseer estabilidad, biocompatibilidad y bioreconocimiento (Kwok et
al. 2021). Son considerados nanovectores, ya que pueden transportar contenido capaz de
inducir la expresion de vias de sefiales similares a las de su origen celular parental
(Gurunathan 2021; Li et al. 2021; Kwok et al. 2021). Se ha reportado que los exosomas
derivados de células madre mesenquimales utilizadas en un modelo de ratones con ulceras
de pie diabético inducen una cicatrizacion acelerada de heridas mediante la activacion de la
via PI3K-PTEN-AKT (Li et al. 2020; Zhang et al. 2018). Ademas de exosomas derivados de

células madre adiposas que activan la misma via en heridas diabéticas (Wang et al. 2021).

El IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) es una mezcla de sustancias de bajo peso
molecular (menores a 12 kDa provenientes de un extracto de leucocitos de bazo bovino
dializado), que ha demostrado ser capaz de modificar la respuesta inmune regulando la
inflamacion e induciendo un efecto antioxidante en macroéfagos humanos. (Franco et al.
2011); también se ha empleado en ensayos clinicos demostrando modular la inflamacion
después de su aplicacion en la extraccion de terceros molares (Franco et al. 2016). El bazo
es un organo en el cual se pueden encontrar células madre de adipocito/mesenquimales,
destacando en las ultimas la propiedad inmunomoduladora (Hoogduijn, et al. 2007), o en
general células madre de bazo con potencial para tratar la DM tipo I al inducir el linaje Hox11
que se puede diferenciar cuando existen lesiones en el tejido en islotes pancredticos
(Faustman y Davis 2010). Por lo cual se sospecha que el ICRP pueda contener péptidos y
exosomas que tengan la capacidad de estimular la regeneracion células. El objetivo principal
de la tesis fue determinar la capacidad del ICRP y sus partes para inducir el cierre de herida

en condicidon de diabetes en ratones hembra BALB/c.



2.-ANTECEDENTES

2.1.-Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades metabolicas cronicas de mayor
incidencia en todo el mundo, consecuencia de la obesidad. Se caracteriza por la hiperglicemia
en sangre que con el tiempo conduce a dafios graves en el corazon, los vasos sanguineos, los
o0jos, los rifiones y los nervios. Se puede clasificar en 2 tipos principales segun su etiologia
(Cole y Florez 2020). La diabetes mellitus tipo 1 (DM1), se caracteriza por la deficiencia de
insulina debido a la pérdida de células B pancreaticas, por lo cual no hay produccion de
insulina. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se caracteriza principalmente por alteracion de la
secrecion de insulina y su captacion, induciendo resistencia a la insulina. Los factores
ambientales (obesidad, dieta poco saludable e inactividad fisica) y factores genéticos
contribuyen a las multiples alteraciones fisiopatoldgicas que son responsables del deterioro
de la homeostasis de la glucosa en la DM2 (DeFronzo et al. 2015), siendo representativo del

95% de las personas con DM.

En México la DM se ha convertido en uno de los principales problemas salud desde
1950s, reportando cifras alarmantes, ya que el 14% de la poblacion adulta mayor de 20 afios
sufre de la enfermedad, y en el sector de 50 afios 0 mas, el 30% la padece (Shamah et al.
2020). Segun estadisticas apartir del afio 2000, la DM se ha convertido en la primera causa
de muerte en mujeres y segunda en hombres (Shamah et al. 2020) (Figura 2), ademas es
considerada como la primera causa de incapacidad prematura, ceguera y amputaciones (no

causadas por traumatismo).

Estadisticas mas recientes realizadas en el 2020 reportaron 151,019 defunciones por
causa de esta enfermedad en el pais (INEGI 2021), con el tiempo estas han ido en aumento
(Figura 1). En el 2021 la Federacion Internacional de Diabetes (FID) estim6 una prevalencia
de 537 millones de adultos con diabetes mellitus a nivel mundial (International Diabetes
Federation, 2021) y se estima que el 20% pueden desarrollar heridas diabéticas (Patel et al.

2019).



2011 2012 2013 2018

Figura 1. Tasa de mortalidad por diabetes mellitus (2011-2020) por cada 10,000 habitantes (INEGI 2021).

La diabetes representa una carga significativa para el sistema de salud mexicano y la
economia en general, debido a los costos asociados con el tratamiento de la enfermedad y
sus complicaciones, asi como la pérdida de productividad laboral. México tiene una de las
tasas mas altas de diabetes en el mundo. Segun datos de la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (Shamabh et al. 2020), aproximadamente el 10.3% de la poblacion adulta mexicana

(entre 20 y 79 afios) vive con diabetes.
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Figura 2. Prevalencia de diabetes por diagndstico médico previo por sexo en adultos de 20 afios 0 mas.
Meéxico, Esanut 2012 y 2018-19 (Shamah et al. 2020).



2.2.-Complicaciones de la diabetes mellitus

La DM es una enfermedad que se caracteriza por condiciéon de hiperglucemia en sangre, lo
cual ocasiona que las células del cuerpo no obtengan suministro de energia como glucosa
que es la principal forma de carbohidrato que se metaboliza. Mientras que la hipoxia es una
condicién originada por la deprivacion de oxigeno, consecuencia del dafio vascular a raiz de
la hiperglicemia. En consecuencia las células se encuentran en un estado de hipoxia, que las

lleva a un estrés secretando citocinas pro-inflamatorias (Han et al. 2021).

También se ha asoaciado a la DM con una mayor incidencia a desarollar neuropatia,.
Diferentes tipos de dafos en los nervios causan diferentes sintomas. Los sintomas pueden
variar desde dolor y entumecimiento en los pies hasta problemas con las funciones de los
organos internos, como el corazon y la vejiga (NIDDK 2011). El no metabolizar la glucosa
va acompafada en una alza de lipidos en sangre, lo cual también esta reportado dafia los
nervios, bajando la sensibilidad de los tejidos. Dependiendo de la localizacion de los nervios

afectados es su clasificacion y sintomas.

e Neuropatia periférica: se caracteriza por presentar dafio en los nervios localizados en
extremidades, como lo son pies, piernas, manos y brazos. Es la mas comun, hasta un
50% de los pacientes con DM.

e Neuropatia autondmica: se caracteriza por presentar dafio en los nervios localizados
en Organos internos. En consecuencia promueve problemas de presion arterial,
frecuencia cardiaca, sistema digestivo, vejiga, Organos sexuales, glandulas
sudoriparas y ojos. Generalmente va acompafiada de hipoglucemia inadvertida.

e Neuropatias focales: nervios individuales sufren dafio, como atrapamiento,
frecuentemente en mano, cabeza, y pierna. Asociado al sindrome del tinel carpiano.

e Neuropatia proximal: es menos frecuente, incapacida en cadera, gliteo y muslo por
el dafio a nervios. Generalmente afecta un lado del cuerpo y sus sintomas avanzan en

un periodo de meses a afios. (NIDDK 2011)



El pancreas esta compuesto por células alfa y beta entre otras, cada una tiene diferentes
funciones, por parte de las células alfa del pancreas esta el secretar glucagén; con esto se
controla la produccion de glucosa y cetonas por el higado (durante la noche y después de la
ingesta de comida), al descomponer los depositos de almidén o glucdgeno, creando unidades
de glucosa y cuerpos cetdnicos (también promueve la descomposicion de la grasas) (Figura
3) (UCSF 2012). En pacientes con diabetes hay desregulacion en el tiempo, ya que se libera
glucagon durante la ingesta de comida, teniendo como consecuencia la elevacion de glucemia

en sangre después de comer (UCSF 2012).

Por otro lado estan las células beta del pancreas, quienes liberan insulina en conjunto con
amilina. Ambas poseen el mismo efecto que el péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1),
disminuyen los niveles del glucagén, disminuye la velocidad de vaciado de la comida del
estomago, promoviendo sensacion de saciadez (UCSF 2012). En conjunto provocan la
reduccion en la produccion de glucosa por parte del higado. Se ha reportado que paciente con
DM tipo 2 poseen altos niveles de polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP).
Por lo cual no se suprimen los niveles de glucagdén durante la ingesta de comida (UCSF

2012).
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Figura 3. Efecto de las hormonas pancreaticas sobre la producciéon de glucosa por el higado. En conjunto
la amilina, insulina a la alza a la par de glucagon a la baja, disminuyen la produccion de glucosa por el higado

pospandrial (UCSF 2012).

Al mantenerse un estado de estrés cronico (debido a la hipoxia e inflamacion cronica),
en el paciente con DM se comienzan a secretar hormonas asociadas al estrés. La epinefrina,
el cortisol y la hormona de crecimiento se consideran contrareguladores de la glucosa,
elevando los niveles de glucosa en sangre (UCSF 2012). La epinefrina y cortisol actuan en
compas en un paciente sano, la primera promueve en higado la glucogendlisis, el segundo
actia sobre células grasas y musculos, promoviendo resistencia a la insulina, optimizando la
produccion de glucosa por el higado (UCSF 2012). En un paciente con DM 2 los niveles de

cortisol se elevan a la par de la insulinoresistencia (Figura 4).
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Figura 4. Hormonas contrarreguladores de la glucosa. Efecto sobre las células grasas y musculares

(UCSF, 2012).

Se ha reportado que la hormona del crecimiento compensa en las células grasas y
musculos el efecto de la insulina. Por lo cual altos niveles de esta promueven

insulinoresistencia (Figura 4).

Los pacientes con DM1 se caracterizan por no tener produccion de insulina o
insuficiente, se trata como un transtorno autoinmune por predisposicion genética. Por lo tanto
son pacientes a los que se le administra insulina (hasta 4 veces al dia), bomba de insulina o
infusion de insulina continua subcutdnea (UCSF 2012), acompafiando de una dieta
equilibrada y ejercicio. Se clasifica como una enfermedad autoinmune, ya que el cuerpo crea
autoanticuerpos en contra de las células beta del pancreas (UCSF 2012). Provocando todas
las disfunciones previamente mencionadas derivado al dafio al tejido. Las complicaciones
se pueden clasificar en agudas y cronicas. Las primeras van directamente en relacion a los
niveles de glucosa, como la hipoglicemia, hiperglicemia y quetoacidosis. Las complicaciones
cronicas surgen a los afios de manifestarse los signos de la enfermedad, incluyendo pérdida
de la vista, dafio renal, dafio nervioso como se menciono anteriormente en diferentes zonas,

enfermedad de vasos sanguineos y corazon, hipertension, prolemas dentales, y en



extremidades (UCSF 2012) (Figura 5). Mayoritariamente presentandose complicaciones en
extremidades por ulceras de pie diabético con infeccion, promovidas por la neuropatia, lo
que lleva a casos de amputacion, México se encuentra entre los primeros paises a nivel

mundial con complicaciones en pies debido a la neuropatia (Figura 6) (IDF 2022).
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Figura 5. Complicaciones en pacientes diabéticos asociadas a la hiperglicemia. (Le y Bhushan 2016)
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Figura 6. Prevalencia estimada de los factores de riesgo relacionados a complicaciones en pies (2012-
2022). (IDF 2022)

2.3.- Heridas diabéticas

Cuando se disrumpe el tejido, se crea una herida, siendo mas comun que ocurra en tejidos
cutdneos. Este es uno de los tejidos con mayor regeneracion celular y en rango de tiempo
rapido. Las heridas que se encuentran en regeneracion pasan por 4 fases para cicatrizar: que
son la homeostasis que ocurre en el primer dia de la herida, la inflamacion que ocurre en los
primeros 4 dias, la proliferacion y granulacion en los siguientes 4-21 dias, y la ultima fase
donde ocurre la remodelacion y maduracion desde el dia 21 hasta meses (Figura 7). En el
mejor de los casos de regeneracion celular, no quedando cicatriz en el sitio afectado. En una
persona con diabetes se pueden observar fallas en cualquiera de estas fases, las cuales no
terminan de cicatrizar surgiendo las heridas cronicas (cuando tarda 3 meses mas en cicatrizar)
y en algunas ocasiones Ulceras que tienden a infectarse. Cuando la reparacion es ineficaz, se
promueven dafios ulcerativos en la piel, extremidades y venas (Eming et al. 2014). Si un
paciente con DM estd en senescencia y/o tiene enfermedades cardiovasculares (por

complicaciéon de la DM) incrementa el riesgo de desarrollar heridas cronicas.
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Los pacientes diabéticos tienen un 15-25% de riesgo de desarrollar tlceras en pies,
de los cuales 40-80% se infectan gravemente hasta comprometer el hueso llevando a
osteomielitis. Una vez habiéndose presentado una ulcera, tienen un 50% de probabilidad de
recurrencia a los 3 afios del primer episodio (Vijayakumar et al. 2019). Siendo alarmante que
el 50%-70% de todas las amputaciones de extremidades se deben a tlcera de pie diabético.
Y atn mas que cada 30 segundos, se amputa una pierna debido a UPD en el mundo

(Vijayakumar et al. 2019; Jere et al. 2022).

A continuacion, se abordaran las defectos reportados en pacientes con DM por cada

una de las fases de cicatrizacion.

Durante la fase de homeostasis, al presentarse la herida, se rompe el tejido y vasos
sanguineos, lo que ocasiona un estado de hipoxia, que promueve la proliferacion celular y la
migracion de células, con un alza en la expresion del Factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF); mientras que en pacientes con DM se han reportado bajos niveles de este,
por lo cual se han probado cremas adicionadas con PDGF reportando el acelerado cierre de
herida (Cohen y Eaglstein 2001) (Figura 7). Posteriormente ocurre la etapa de inflamacion,
donde en pacientes sanos se incrementa la expresion de TGF-B, IL-1f y factores de
transcripcion, promoviendo también la migracion de queratinocitos, y proliferacion en
fibroblastos (Roberts y Simon 1995; Beer et al. 1997; Wetzler et al. 2000; Falanga et al.,
2004); mientras que en pacientes con DM si bien si hay inflamacion, es de manera cronica
con niveles altos de IL-1f, IL-6 y TNFa (Barrientos et al. 2008), también hay altos niveles
de quimiocinas quimiotacticas, con niveles bajos de expresion de transportadores GLUT-1;
se ha reportado la presencia de macréfagos disfuncionales o con fenotipo M1 en pacientes
con DM (Roberts y Simon 1995; Beer et al. 1997; Wetzler et al. 2000; Falanga et al. 2004)
(Figura 7). La inflamacién constante promueve las heridas cronicas, en consecuencia, hay
alteracion de la angiogénesis, pobre re-epitelizacion, desregulando los niveles de citocinas o
factores de crecimiento con mayor actividad de metaloproteinasas; esto en conjunto provoca
la prolongacion del tiempo de cicatrizacion (Eming et al. 2014; Martin y Nunan 2015; Zubair

y Ahmad 2019). También en pacientes con DM se ha reportado baja infiltracion de
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neutrofilos al sitio de la herida (Las Heras et al. 2020). En DM, las lesiones crdnicas se
distinguen por una inflamacion persistente, un proceso de formacion de nuevos vasos
sanguineos alterados, una regeneracion débil de la piel, niveles irregulares de citocinas o
factores de crecimiento, y un aumento en la actividad de las enzimas proteoliticas. Como
consecuencia, el proceso de cicatrizacion en las heridas cronicas requiere mas tiempo que en
las heridas convencionales (Eming et al., 2014; Martin y Nunan, 2015). Ademas, pueden ser
originadas por una deficiencia en la produccion adecuada de las proteinas de la matriz

extracelular (Zubair y Ahmad 2019) (Figura 7).

Durante la etapa de proliferacion y granulacion (4 a 21 dias post herida) debido al
estado de hipoxia se aumenta la traslocacion a nucleo del factor de transcripcion de hipoxia
lalfa (HIF1a), por lo cual también se activa el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) promoviendo neoangiogénesis, a la par del relleno del sitio de la herida, hay
deposicion de matriz extracelular, los fibroblastos proliferan (y secretan colageno tipo III que
tiende a ser mas fragil y elastico que el resto de tipos de colageno) y los queratinocitos migran
a la par de la formacién de tejido de granulacion (Roberts y Simon 1995; Beer et al. 1997,
Wetzler et al. 2000; Falanga et al. 2004). En un paciente con DM, debido a la hiperglicemia
el HIFla pierde estabilidad (Roberts y Simon 1995; Beer et al. 1997; Wetzler et al. 2000;
Falanga et al. 2004), los fibroblastos no pueden reaccionar ante los agentes inflamatorios y
los factores de crecimiento, lo que conduce a una reduccion en su habilidad para reproducirse.
Estas irregularidades a nivel molecular y celular interfieren con la produccion de matriz
extracelular y la creacion de tejido de granulacion, provocando la aparicion de heridas
cronicas (Cha et al. 2008; Las Heras et al. 2020; Roberts y Simon 1995; Beer et al. 1997;
Wetzler et al. 2000; Falanga et al. 2004) (Figura 7). En contraste con las heridas agudas, las
heridas cronicas exhiben una elevada presencia de metaloproteinasas de matriz (MMP) y
enzimas proteoliticas (Zubair y Ahmad 2019). Las MMP desempenan funciones vitales en la
conducta celular, participando en procesos como la proliferacion, migracion, diferenciacion,
formacion de nuevos vasos sanguineos, adhesion celular, apoptosis y respuesta inmunitaria
del huésped. En condiciones adecuadas, las MMP son beneficiosas para la cicatrizacion de
heridas, especialmente en la eliminacion de la matriz extracelular dafiada durante la fase

inflamatoria y en la remodelacion tisular. Sin embargo, niveles elevados de MMP tienen un
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efecto perjudicial en la reparaciéon del tejido y contribuyen al proceso deficiente de

cicatrizacion en ulceras de pie diabético (Zubair y Ahmad 2019).

La ultima fase de la cicatrizacion es la remodelacion y maduracion y es la que mas
toma tiempo (21 dias a 2 meses). Durante esta, ocurre la maduracion vascular, los fibroblastos
ahora comienzan a sintetizar y secretar coldgeno tipo I (el cudl es mas rigido, resistente y
aporta las propiedades tensiles a la piel); hay contraccion del borde de la herida con continua
migracion de queratinocitos y fibroblastos (Figura 7) (Roberts y Simon 1995; Beer et al.
1997; Wetzler et al. 2000; Falanga et al. 2004). Mientras que en un paciente con DM el factor
de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1), el Factor de crecimiento transformarte (TGF),
la angiotensina 1 / 2 y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) se expresan a
la baja. Ademas de que disminuye la funcién de los pericitos, maduracion vascular y el
fortalecimiento de la herida (Figura 7) (Roberts y Simon 1995; Beer et al. 1997; Wetzler et
al. 2000; Falanga et al. 2004).
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Figura 7. Fases de la cicatrizacion. En color azul se observa el proceso normal de cicatrizacion en un paciente
sano y en rojo lo que ocurre en un paciente con diabetes que presenta cicatrizacion cronica. Informacion

obtenida de (Roberts y Simon 1995; Beer et al. 1997; Wetzler et al. 2000; Falanga et al. 2004)
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2.4.- Ulceras diabéticas y tratamientos convencionales para heridas diabéticas

Las ulceras en los pies o las piernas representan las lesiones mas frecuentes en individuos
con diabetes. La capacidad de metabolizar la glucosa se ve reducida en pacientes diabéticos,
lo que resulta en niveles elevados de azucar en la sangre, complicando asi el proceso de
cicatrizacion de heridas y llevando a la formacion de heridas cronicas que no sanan. La
incidencia de retraso de la cicatrizacion en pacientes diabéticos estd aumentando en todo el
mundo debido a la falta de medidas preventivas y de control adecuadas (Patel et al. 2019).
La recuperacion de estas Ulceras depende en gran medida de la calidad de la atencion
proporcionada y de la adherencia del paciente al tratamiento de curacion. Sin embargo, las
posibilidades de infeccion y lesiones accidentales son altas cuando la hiperglucemia no se

puede controlar por diversas razones (Zubair y Ahmad 2019).

El desarrollo del pie diabético resulta de una interaccion entre diversos factores como
la neuropatia, la isquemia, la inmunosupresion y la ulceracion, que hacen que los miembros
inferiores sean propensos a que pequefias lesiones evolucionen hacia tulceras extensas,
comprometiendo tanto la extremidad como la vida del individuo (Cruz et al. 2013). Las
neuropatias, que afectan hasta el 50 % de los pacientes diabéticos, son la complicacion mas
comun a largo plazo de la enfermedad, involucrando tanto las fibras nerviosas motoras como
sensoriales y autonomas. Esta disfuncion nerviosa puede provocar deformidades en el pie,
alteraciones en el soporte de peso y formacion de callosidades. La falta de sensibilidad al
dolor debido a la neuropatia sensorial puede llevar a la aparicion de tlceras debido a traumas
o presion excesiva en pies deformados, con la consiguiente demora en la deteccion y
tratamiento de infecciones, lo que aumenta el riesgo de amputacion (Korzon y Dziemidok

2011).

Por otro lado, la isquemia resulta de la enfermedad vascular periférica asociada con
la diabetes, lo que también contribuye a la patogénesis de las complicaciones del pie
diabético. Esta disminucion en el flujo sanguineo dificulta la cicatrizacién de las heridas y

aumenta el riesgo de infeccion. Ademas, la combinacion de isquemia y la falta de sensibilidad
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provocada por la neuropatia puede acelerar el desarrollo de infecciones graves (Roberts y

Simons 2012).

La inmunosupresion, inducida por la hiperglucemia, afecta la funcion de células del
sistema inmune, lo que disminuye la capacidad de respuesta ante infecciones. La migracion
de células inmunes a los sitios de infeccion se ve comprometida, lo que dificulta la curacion
efectiva de las heridas. Esta inmunosupresion, junto con la presencia de tejido necrotico en
el area de la herida, puede convertir organismos de baja virulencia en patégenos potenciales

(Cruz et al. 2013).

Para tratar de manera eficiente, se debe conocer su clasificacion, la mas popular es la
Clasificacion de Wagner que se puede observar en la Tabla 1. La cual se basa en la
profundidad de la penetracion de la herida, la presencia de osteomielitis o gangrena y la

extension de la necrosis (Frykberg 2002).

Tabla 1. Clasificacion de Greenhalgh (1990).

Grado Lesion Caracteristicas

0 Ninguna, pie de riesgo Callos  gruesos, cabezas de metatarsianos

prominentes, dedos en garra, deformidades oseas

I Ulceras superficiales Destruccion del espesor total de la piel

II Ulceras profundas Penetra la piel grasa y ligamentos, pero sin afectar

hueso, infectada

I Ulcera profunda més absceso | Extensa y profunda, secrecion, mal olor
(osteomielitis)
v Gangrena limitada Necrosis de una parte del pie o de los dedos, talon o
planta
\Y Gangrena extensa Todo el pie afectado, efectos sistémicos

Una de las principales medidas de curacion es el envolver / cubrir la herida para evitar
infecciones o evitar que la infecciébn empeore en caso de ya presentarse. Se colocan gasas no
adherentes que en algunos casos se les puede adicionar coldgeno y acido hialurénico (Lee et
al. 2016; Park et al. 2019). Tambien se puede tratar topicamente con insulina (que es el

tratamiento mas empleado), metformina, sulfonilureas y tiazolidinedionas, ademas de otros
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farmacos como los siguientes factores PDGF, VEGF, EGF, FGF, TGF 1[3. También esta la

opcion de aplicar injertos de piel o injertos de piel sustituta (Roberts y Simon 1995; Beer et

al. 1997; Wetzler et al. 2000; Falanga et al. 2004).

2.5.- Exosomas como tratamiento de cicatrizacion

Las células secretan vesiculas extracelulares que conforme a su tamafio son clasificadas,
dentro de estas encontramos a los exosomas, las cuales miden entre 50 y 150 nm, producidas
en endosomas por mecanismos dependientes o independientes de clatrinas. Estas contienen
proteinas, DNA, RNA vy lipidos; la primera funcion descrita de los exosomas fue el transporte
de desechos celulares, pero se ha reportado recientemente que también estan implicados en
la comunicacion intercelular y se pueden considerar como biomarcadores circulantes de
enfermedades como el cancer (Gurunathan et al. 2020; Li et al. 2021). Dependiendo la célula
de origen, los exosomas llevan un cargo de moléculas y estas biomoleculas conservan
algunas de sus funciones bioldgicas, por ello se les consideran como nanovectores ya que
pueden ejercer funciones similares a su célula de origen parental (Gurunathan et al. 2020; Li

etal. 2019).

Su formacién puede provenir de dos vias, la via dependiente de clatrina que es la via
principal en la que se incorporaran proteinas y lipidos integrales presentes en la membrana
plasmatica y también es la via principal de entrada para los receptores de superficie y sus
ligandos (Bruna-Gauchoux y Montagnac 2022). Por otro lado, la via independiente de
clatrina; la excrecion de estos puede ocurrir tanto en células viables como en células
sometidas a estrés o muerte, por lo que tendran diferentes caracteristicas y funciones (Bruna-

Gauchoux y Montagnac 2022).

La biogénesis de los exosomas implica varias etapas: 1) comienza con la gemacion
de la membrana plasmatica para formar endosomas tempranos; 2) de los endosomas
tempranos emergen los endosomas tardios y las membranas del cuerpo multivesicular
(MVB) que contienen vesiculas intraluminales, también conocidos como exosomas; 3) hay

dos vias posibles: si los MVB tardios se fusionan con la membrana plasmatica, se denominan

16



exosomas cuando se excretan, mientras que si los MVB se fusionan con los lisosomas, se

degradan (Zhang y Yu 2019).

Existen diferentes metodologias para su aislamiento, el estdndar de oro actualmente
se realiza mediante ultracentrifugacion (Doyle y Wang 2019). Esta técnica requiere mucho
tiempo y grandes volimenes de muestra inicial, lo que dificulta procesar varias muestras al
mismo tiempo, en tiempos de 1 o0 1.5 dias (Doyle y Wang 2019). Otras metodologias incluyen
el aislamiento por tamafio, la captura por inmunoafinidad, la precipitacion y los microfluidos
debido a su eficiencia para purificar los exosomas evitando posibles dafios a los mismos
(Wang 2022). La ultracentrifugacion es la mejor metodologia para aislar las poblaciones
totales de una muestra, mientras que los métodos posteriores mencionados anteriormente
aislan exosomas con caracteristicas de un subconjunto de la poblacion total de la muestra

(Rashidi et al. 2022).

Se ha probado la terapia de exosomas derivados de cé¢lulas madre de adipositos sobre
heridas en ratones BALB/c , y se observo que se aceleraba el cierre de herida al activar la via
de senalizacion celular PI3K/Akt (Zhang et al. 2018). También se ha probado el efecto de
exosomas derivados de esas mismas células pero ratones en condicion de diabetes,
obteniendo resultados similares acelerando el cierre de herida comparando contra el control
negativo (Wang et al. 2021). A nivel clinico, también se ha probado el efecto de los exosomas
derivados de células madre mesenquimales en ulceras de pie diabético obteniendo resultados
favorables (Li et al. 2020). Cabe recalcar la importancia de la via PI3K/AKT, ya que esta
contribuye al metabolismo de la glucosa y a los procesos de cicatrizacion de heridas

asociados con la DM (Wang et al. 2022).

Se han reportado cuales son los marcadores moleculares de exosomas, incluso por
especie. En el caso de exosomas bovinos deben presentar las siguientes moléculas:

HSP90AAT1, HSP90ABI1, HSPA1A, HSPA2, TLN1, HMGBI (ExoCarta, n.d.).
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2.6.- IMMUNEPOTENT CRP, inmunomodulador antiinflamatorio y antioxidante

El IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) es un extracto dializado de leucocitos bovinos. Este
producto se obtiene a partir del bazo, por lo cual este producto podria contener actividad
especifica de factor de transferencia. El extracto consiste en una mezcla de sustancias
inmunomoduladoras de bajo peso molecular (<12 kDa), entre sus componentes se encuentran
péptidos libres y exosomas. Este producto es fabricado y distribuido en México por
LONGEVEDEN S.A de C.V. El IMMUNEPOTENT CRP es una marca registrada recetada
como suplemento alimenticio administrado oralmente poseyendo la propiedad de coadyuvar

al sistema inmunologico fortaleciéndolo.

Se ha reporta su actividad antioxidante total, ya que fue probado en macrofagos
humanos estimulados con LPS en los cuales disminuy¢ significativamente la produccion de
oxido nitrico y TNF-a, las actividades de COX-2 y PGD2, la fosforilacién de IkB, y la
actividad de la union al ADN de las subunidades p50 y p65 de NF-kB. El ICRP juega un
papel importante en la modulacion de los efectos antioxidantes y antiinflamatorios a través
de la via IkB/NF-xB, lo que sugiere que es un agente terapéutico eficaz en el proceso
relacionado con el dafio celular oxidativo y la inflamacion (Franco et al. 2011). En un ensayo
clinico de extraccion de terceros molares en humanos, los pacientes fueron tratados con ICRP
en el sitio post-extraccion, se observd expresion de INF-y, IL-10, IL-4 e IL-6 elevadas, las
cuales podrian desempefiar un papel en el proceso de reparacion de tejidos, quimiotaxis y
control de la inflamacion. De esta manera demostraron que el uso de ICRP es efectivo para
controlar la inflamacion a través de la modulacion de citoquinas sin efectos secundarios en
cirugias de terceros molares (Franco et al. 2016). EI ICRP regula la produccion de IL-18,
IL6, IL-10, TNF-0, IL-12, IFN-y y la expresion de citoquinas proinflamatorias a nivel

transcripcionalmente comprobado (Franco et al. 2005, Franco et al. 2021).

2.7.- Exosomas en dializados

Seglin la escala los exosomas miden entre 50 y 150 nm, entre lo cual se comparte tamafio

con nanocristales, micelas, nanoparticulas y algunos liposomas, por lo cual se pueden integrar
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anticuerpos (12 nm), incluso compartir tamafio con particulas virales como el virus de la
influenza (130 nm) (Oslo University Hospital, n.d.) que por ejemplo posee en su cépside la
proteina hemaglutinina que pesa 75 kDa (McCraw et al., 2016). Estableciendo una clara
diferencia entre peso y tamafio, siendo posible que atravisen capsides virales por membranas
de dializado de diferente punto de corte. Se ha reportado la presencia de vesiculas
extracelulares en diversos dializados. Ademas de que debido a la naturaleza de membrana de
bicapa lipidica de los exosomas de en comparacion con las células también pueden
moldearse, pero de una mejor manera ya que no poseen citoesqueleto, asi que por fuerzas de
atraccion en favor del gradiente se pueden mover a traves de un poro de una membrana de
dializado. Incluso se ha reportado el aislamiento de exosomas aparti de cultivo celular por
filtrado de flujo tangencial con una membrana de corte de 10 kDa (Liangsupree, et al, 2020).
Los exosomas estan a la par de las proteinas de muy baja densidad en el aislamiento por
exclusion de tamano, las cuales miden 850 g/mol aproximadamente (la equivalencia 1 g/mol

= kDa) (Liangsupree, et al, 2020).

2.8.- Induccion de un modelo de diabetes con estreptozotocina en animales

Los pacientes con DM manifiestan el sindrome afios después de presentar desregulaciones
del metabolismo, como concentraciones anormales de colesterol, trigliceridos, colesterol
HDL y 4cido urico, lo que compone el sindrome metabolico (Shamah et al. 2020). En el
momento en que se obtienen valores de glucosa en sangre en ayuno mayor o igual a 126 mg
/ dL se considera que se ha superado el sindrome metabolico y se manifiesta la DM (Le

2016).

Los modelos animales de dafio renal diabético son una herramienta valiosa para
identificar los mecanismos moleculares responsables de esta enfermedad y para el desarrollo
de nuevos tratamientos y estrategias terapéuticas (Tesch y Allen 2007). Por lo cual se intenta
asemejar a la DM en el aspecto de la hiperglicemia, esperando que conlleve a los sintomas

del sindrome metabdlico previamente explicado.
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Agentes quimicos, como la estreptozotocina, pueden dafar selectivamente las células
B productoras de insulina en el pancreas y provocar hiperglucemia. Es una herramienta
importante para desarrollar modelos animales de complicaciones diabéticas. Estos reactivos
se pueden utilizar para estudiar la lesion del tejido diabético en la mayoria de las cepas de
roedores, aunque la gravedad de la lesion depende en parte de los antecedentes genéticos

(Tesch y Allen 2007).

Su creciente popularidad se debe al hecho de que la patologia resultante se parece a
la DM1 humana con inflamacién crénica de los islotes pancreaticos, insulitis y deficiencia
de insulina; su menor costo en comparacion con otros modelos animales también es una

atraccion (Tesch y Allen 2007; Furman 2015).

Empleando diferentes modelos de DM en roedores, se considera que el punto de corte
de glucosa para que un animal sea considerado diabético, en el caso de ratas el nivel es >200
mg/dL, pero en ratones hay una discrepancia. Por lo cual el nivel de glucosa para ser
considerado diabético depende de la especie. El protocolo mayormente empleado para
inducir DM tipo I mediante farmacos es el publicado por Diacomp (Brosius 2019.), para
ratones se indica que con niveles de glucosa >160 mg/dL los animales son considerados
diabéticos (Ayala et al. 2006). Se ha informado en otras fuentes que ratones sanos no
diabéticos muestran un nivel de glucosa de 80-100 mg/dL después de 4-6 horas de ayuno, en
el caso de una hora se obtienen valores mayores, otros, reportan que los animales que

presentan >150 mg/dl son considerados diabéticos (Furman 2021).
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3.-JUSTIFICACION

En México la incidencia de todos los tipos de diabetes mellitus ha hido a la alza en los tiltimos
afios, con una especial incidencia en el género femenino. A la par esta el alto riesgo de
desarrollar heridas cronicas en estos pacientes desde el momento de su diagnostico, ya que
existen desregulaciones en el metabolismo. Estas heridas si no se tratan correctamente y
prevalecen después de los tres meses y se pueden convertir en tlceras especialmente en las
extremidades, denomindndose tlceras de pie diabético. Por lo cual surge la necesidad de
desarrollar nuevas alternativas terapéuticas para acelerar la cicatrizacion. Por lo cual se
propone evaluar la capacidad del IMMUNEPOTENT CRP y sus partes para inducir un
proceso de cicatrizacion, al provenir de un dializado de leucocitos de bazo bovino ya probado
con efecto antiinflamatorio y antioxidante en macréfagos. Ademas de evaluar los exosomas
aislados del IMMUNEPOTENT CRP como nanovectores en un sistema de entrega de

insulina para acelerar el cierre de herida en ratones diabéticos hembra BALB/c.
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4.-HIPOTESIS

El tratamiento con exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP promueve cicatrizacion

en un modelo de ratones diabéticos BALB/c hembra.
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5.-OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP sobre el proceso de

cicatrizacion en un modelo de ratones diabéticos BALB/c hembra.

6.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la viabilidad de células HUVEC, NIH-3T3 y HACAT tratadas con exosomas
aislados del IMMUNEPOTENT CRP.

2. Evaluar el efecto migratorio de las células HUVEC, NIH-3T3 y HACAT tratadas con
exosomas.

3. Evaluar el cierre de herida en ratones BALB/c en condicion de diabetes tratados con
exosomas.

4. Evaluar la sintesis de coldgeno en heridas de ratones BALB/c en condicion de
diabetes tratados con exosomas.

5. Evaluar la activacion de componentes de la via PI3K-AKT en ratones BALB/c

hembra en condicidon de diabetes tratados con exosomas.
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7.-ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

2 Prueba de potencia
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Figura 8. Estrategia experimental general. 1. Aislamiento de exosomas con kit exoquick. 2. Prueba de
potencia de ICRP en céulas 4T1. 3. Encapsulacion de insulina en exosomas aislados del ICRP. 4. Efecto del
ICRP y sus partes en células HACAT, NIH-3T3 y HUVEC. 5. Evaluacién del cierre de herida en ratones
diabéticos hembra BALB/c tratados con ICRP y sus partes.
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8.- METODOLOGIA

8.1.-Caracterizacion de los exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP

Los exosomas se aislaron de un conjunto de diferentes lotes de ICRP liofilizado empleando
el kit Exoquick (Invitrogen, Waltham, MA, EE. UU.) que separa vesiculas extracelulares
mediante ultracentrifugacion. Después de eso, el sedimento se resuspendio en PBS 1X estéril
y se analizd con microscopia de fuerza atdmica (AFM). Las muestras se observaron
utilizando un NT-MDT Spectrum, NTEGRA Prima AFM a temperatura ambiente, con una
sonda RTESPA (Bruker, Billerica, MA, EE. UU.) de constante de resorte k = 40 N/m en
modo de contacto intermitente. Se obtuvieron imagenes de altura, deflexion y fase; Se
capturaron sistematicamente tamafios de imagenes de 20 x 20, 10 x 10y 5x 5 m? para
cada muestra en al menos tres regiones diferentes. Las muestras se analizaron con el software
Gwyddion version 1.6 para observar el aspecto morfolégico del exosoma y tamafio. Se
realizd el promedio de los tamafios de los exosomas observados en todos los campos

fotografiados.

8.2.-Caracterizacion del proteoma del IMMUNEPOTENT CRP

El IMMUNEPOTENT CRP es un producto registrado compuesto por una mezcla de
sustancias de <12 kDa provenientes de extracto de bazo bovino, fue fabricado por
LONGEVEDEN SA de CV, es comercializado en presentacion liofilizada en México. Para
el analisis protedmico, se cred un pool de diferentes frascos de liofilizado a partir de
diferentes lotes para asegurar homologia y datos representativos del producto. Luego, este
conjunto se analiz6 por la empresa Tymora Analytics Operations (West Lafayette, IN, EE.
UU.) para identificar las proteinas preparando una muestra para cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas acoplada en tdindem (LC-MS/MS). La empresa envio la
lista de proteinas presentes en el extracto, que fue considerada como la lista de antecedente /

background para el analisis bioinformatico.
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8.3.-Caracterizacion de las proteinas exclusivas de exosomas aislados del

IMMUNEPOTENT CRP

Del pool compuesto de liofilizado del ICRP de diferentes lotes enviado a Tymora Analytical
Operations Company (West Lafayette, IN, EE. UU.) explicado anteriormente, se separd una
parte de esta mezcla para aislar los exosomas mediante la metodologia EVtrap con separacion
automatica de perlas magnéticas por parte de Tymora Analytical Operations Company.
Después de eso, se lisaron para liberar el contenido de proteinas. Luego, las proteinas se
extrajeron y digirieron en un tampén SDC, y posteriormente las proteinas se identificaron
mediante analisis LC-MS/MS. Esta lista de proteinas se considerdé como una lista objetivo /
target para el analisis bioinforméatico. Con base en las listas de antecedente y objetivo, la
compafiia proporcion6 la abundancia relativa (%) de cada proteina en la lista de objetivo en

comparacion con la lista de antecedente.

8.4.-Evaluacion de las funciones bioldgicas del IMMUNEPOTENT CRP in silico

Se construy6 una lista de proteinas (lista compuesta), incluyendo una lista de proteinas
comunmente expresadas en fibroblastos humanos que se descargé de la base de datos Human
Protein Atlas y la lista de proteinas del ICRP. Luego, en el software en linea STRING: de
redes de asociacion de proteinas funcionales, la lista compuesta se analizo en la opcion
“multiples proteinas” seleccionando como organismo Bos taurus. El pardmetro de filtracion
de MCL se empled ingresando el numero 2. El criterio que se us6 para resaltar las funciones
biologicas en el interactoma fueron aquellas relacionadas con la mejora del proceso de

curacion con un valor de fuerza superior a 0.5 (Bozhilova et al. 2019).

8.5.-Aislamiento de exosomas del IMMUNEPOTENT CRP

Los exosomas del ICRP se aislaron mediante el método de ultracentrifugacion empleando el
kit Exoquick (Invitrogen) durante 1 h 10.000 X g a 4 °C. Resuspendiendo el contenido en
PBS estéril 1X.
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8.6.-Prueba de potencia del IMMUNEPOTENT CRP

Se empled la linea celular de cancer de mama murino 4T1 (ATCC) como modelo para
corroborar la identidad de ICRP en una prueba de potencia. Se sembraron células 4T1 en una
placa de 96 pocillos (5 x 10° células por pocillo) y se incubaron durante 24 h a 37 °C y 5%
de CO». Luego se aplicaron los siguientes tratamientos: ICRP a diferentes concentraciones
(1U,0.75U,0.5 Uy 0.25 U diluidos en medio DMEM 1 % antibidtico y antimicotico), ICRP
pellet (en adelante denominado tratamiento pellet) y sobrenadante del ICRP (de ahora en el
tratamiento de sobrenadante nombrado), ambos obtenidos de centrifugaciéon ICRP a 10.000
X g durante 60 min a 4 °C a partirde 1 U, 0.75 U, 0.5 U y 0.25 U diluidos en medio DMEM,
y los exosomas (aislados de 5 U, 0.75 U, 0.5 U y 0.25 U diluidos en medio DMEM)
incubando por 24 h a las mismas condiciones. La viabilidad se evalué mediante el método
del metabolismo de la resazurina (10% (v/v) de resazurina); Después de un periodo de
incubacion de 1 h, la placa se ley6 a longitudes de onda de excitacion de 530 nm / emision

de 590 nm.

Posteriormente se realiz6 un ensayo de de recuperacion, se trataron las células durante
24 h con los mismos tratamientos y concentraciones mencionadas anteriormente, retirando
el medio con tratamiento transcurrido este periodo y reemplazandolo por nuevo medio
DMEM, evaluandose la viabilidad por el método del metabolismo de la resazurina a los 5

dias post-tratamiento.

Como parte de la prueba de potencia, se sembraron células 4T1 (3 x 10%/pocillo) en
cubreobjetos ubicados uno por pocillo en placas de 6 pocillos y se incubaron durante 24 h.
Luego, las células se trataron con los tratamientos ICRP, pellet, sobrenadante y exosomas a
una concentracion de 0.5 U/mL en medio DMEM durante 24 h. Posteriormente, se evaluo la
apoptosis mediante tincion con naranja de acridina y bromuro de etidio en una proporcion de
1:1 por pocillo con un periodo de incubacion de 30 segundos. Después de eso, las células se
visualizaron bajo un microscopio confocal de fluorescencia Zeiss a 10X. Las imagenes se

procesaron utilizando el software Image J para fusionarlas e interpretarlas seglin la apariencia
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de los colores de manera cualitativa. El nticleo solido verde indicé células viables, el ntcleo
verde fragmentado indico apoptosis temprana, las células naranjas indicaron apoptosis tardia
y el rojo indicé células necroticas. Se tomaron al azar 5 fotografias de diferentes campos por
tratamiento y se eligié una foto representativa por grupo para la figura. De las 5 fotografias
se conto el numero de celular pertenecimientes a cada proceso de muerte por campo visual y
se representd como porcentaje. Células verde indican estado de viabilidad, células verdes con
nucleo fragmentado indican apotosis temprana, células naranjas indican apoptosis tardia y

células rojas indican apoptosis. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

8.7.-Prueba de medio condicionado.

Se incubaron 3 mL de sangre venosa periférica humana (de un donante sano) en tubos (con
heparinizada) con ICRP a 0.5 U, 0.25 U y 0 U durante 24 h a 37 °C y 5% de CO». Después
de este periodo, la sangre se centrifugd a 3500 rpm durante 30 min y se separd el suero.
Medio DMEM se suplement6 con los sueros obtenidos previamente al 10% para tratar células
HUVEC (5 x 103 células/pocillo) en placa de 96 pocillos, durante 24 h. Se evalud la viabilidad
mediante el método de resazurina en pocillos triplicados por dosis mediante la metodologia

mencionada previamente. El experimento se realizé por triplicado.

8.8.-Encapsulacion de la insulina en los exosomas aislados del IMMUNEPOTENT
CRP

Para la encapsulacion, se mezclaron 100 pL (422.98 pg) de exosomas con 100 puL (450 pg,
insulina) de insulina comercial (AMSA, México) y se incubaron durante 30 min a 37 °C.
Luego se realizo la electroporacion en una cubeta de electroporacion desechable a 250 V' y
125 pF (en tampon de sacarosa 600 mM) en un electroporador (micropulsor BioRad).
Después de eso, el periodo de recuperacion de la membrana exosomal fue de 45 minutos a
37 °C. Posteriormente, se recuperaron los exosomas mediante ultracentrifugacion. El
sedimento (exosomas cargados) se resuspendié en 1 ml de PBS 1X y luego se incub6 en
tampon de lisis (Triton 1X, 1:1 v/v) durante 45 min y se centrifug6 a 10.000 X g durante 10
min. Se recogi6 el sobrenadante, mientras que el sedimento se resuspendi6 en 1 ml de PBS.

El sedimento y el sobrenadante se colocaron en una placa nueva de 96 pocillos para leer la
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absorbancia a 280 nm. Previamente se establecid una curva de calibracion con insulina (sin

carga) y se calculo el porcentaje de encapsulacion mediante la siguiente formula:

. (insulina total) — (insulina libre)
Encapsulacion (%) = - - x 100
(insulina total)

Para determinar la liberacion de insulina, se incubaron exosomas cargados en una placa de
96 pocillos con tampén pH 2 y pH 8 (por triplicado, 1:1 por pH) en diferentes periodos de
incubacion (0, 10, 30, 60 y 90 min). Posteriormente se leyd la absorbancia a 280 nm y se

calcul¢ el porcentaje de liberacion con la siguiente formula:

Liberacion (%) = (insulina libre) / (insulina total) X 100

8.9.-Prueba de viabilidad.

Se sembraron células HUVEC, NIH-3T3 y HACAT en placas de 96 pocillos (5 x 10°
células/pocillo) y se incubaron durante 24 h a 37 °C y 5% de CO». Luego las células fueron
tratadas con los siguientes tratamientos: ICRP (1U, 0.75 U, 0.5 Uy 0.25 U diluidos en medio
DMEM 1 % antibidtico y antimicotico), pellet (de 1U, 0.75 U, 0.5 U y 0.25 U diluidos en
DMEM) medio 1 % antibiotico y antimicético), sobrenadante (de 1 U, 0.75 U, 0.5 U y 0.25
U diluidos en medio DMEM 1 % antibiotico y antimicotico) y exosomas (de 1 U, 0.75 U,
0.5 Uy 0.25 U diluidos en Medio DMEM 1 % antibi6tico y antimicotico), siendo la insulina
el control positivo(100%, 75%, 50% y 25% diluida en medio DMEM 1% antibidtico y
antimicdtico) durante 24 h a 37 °C y 5% COa.. La viabilidad se evalué mediante el método
del metabolismo de la resazurina mencionado anteriormente. Los valores del experimento se

presentan como el valor medio de triplicados.

29



8.10.-Prueba del scratch in vitro.

Se sembraron células HUVEC, NIH-3T3 y HACAT en placas de 24 pocillos (5 x 10*
células/pocillo diluidas en medio DMEM) y se incubaron durante 24 ha 37 °Cy 5 % de CO..
hasta alcanzar el 80% de confluencia, luego se sincroniz6 la proliferacion celular incubando
las células durante 5 h con medio DMEM sin suero fetal bovino (SFB). Luego se realiz6 una
herida en la monocapa celular con una punta amarilla estéril en el centro del pocillo y a lo
largo para simular una herida. A los pocillos se les agregaron los tratamientos: ICRP, pellet,
sobrenadante, exosomas y exosomas cargados con insulina (en adelante exosomas-insulina)
(todos a una concentracion de 5 U en medio DMEM sin SFB). Posteriormente se monitored
la area de la zona del scratch con fotografias a las 0, 24 y 48 h utilizando el software Imagel

y la siguiente formula:

cierre de herida en monocapa (%) = (Ag — A;) ~ (4 x 100)

Donde A0 es el area de la herida en el momento 0 y At es el area de la herida

correspondiente a cada punto temporal.

8.11.-Induccion de diabetes tipo 1 en ratones balb/c.

Se seleccionaron ratones hembras BALB/c de 36 semanas de edad (22 a 26 gr), y se
mantuvieron en jaulas a temperatura constante de 28°C en el bioterio, con ciclos de luz /
oscuridad controlados cada 12 h con dieta ad /ibitum. La diabetes se indujo con el protocolo
de 3 dosis (diarias) de estreptozotocina por via intraperitoneal (65 mg/kg de peso corporal
disueltos en tampon citrato pH 4.5) después de un ayuno de 4 h. Dos semanas después de la
ultima inyeccion se realizo una curva de tolerancia a la glucosa (12 h post ayuno y posterior
a una dosis de dextrosa oral, 2 mg/kg de peso corporal). Los niveles de glucosa en sangre se
cuantificaron utilizando un glucémetro (Accu-check Instant) cada 30 min durante 2 h
mediante puncion de la vena caudal. Los ratones con niveles de glucosa >160 mg/dL se
consideraron diabéticos (Brosius 2019). Todos los protocolos experimentales fueron

sometidos a evaluacion por el comité de ética y bienestar animal de la Facultad de Ciencias
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Biologicas de la Universidad Autdnoma de Nuevo Leon, y se llevaron a cabo de conformidad
con la norma oficial mexicana NOM-062-Z0O0-1999, para el produccion, cuidado y uso de

animales de experimentacion.

8.12.-Evaluacion del cierre de herida en ratones.

Los ratones fueron anestesiados con una inyeccion intramuscular de anestesia (ketamina 80
mg/kg, xilazina 5 mg/kg). Posteriormente se depild el lomo y se desinfectd con etanol al
70%. Posteriormente se realiz6 una herida dorsal extrayendo un fragmento de piel (0.5 x 0.5
cm). Los siguientes tratamientos topicos se diluyeron en agua inyectable y se aplicaron en el
sitio de la herida: ICRP, pellet, exosomas, exosomas-insulina, insulina (100 pL como control
positivo) y 1X PBS (como control negativo); se aplicé 1 dosis diaria durante 5 dias (la dosis
de ICRP fue de 1U por ratéon y los demas tratamientos derivados también de 1U). Los
animales fueron inspeccionados clinicamente diariamente durante 21 dias y el cierre de la
herida se documenté mediante fotografias. El area de la herida se midié con un vernier y el

cierre de la herida se calcul6 utilizando la siguiente férmula:

Cierrede herida (%) = (Ag — A;) ~ (Ap x 100)

Donde AO es el area de la herida en el momento 0 y At es el area de la herida

correspondiente a cada punto temporal.

8.11.-Evaluacion de la sintesis de colageno en la herida.

Los ratones se anestesiaron como se menciond anteriormente y se sacrificaron mediante
dislocacion cervical los dias 7, 14 y 21. Los tejidos dérmicos del 4rea de la herida se
recuperaron quirirgicamente y se fijaron en una solucion de formaldehido al 10% durante 24
h y se almacenaron en bloques de parafina. Posteriormente se realizaron cortes en secciones
de Sum y se colocaron en portaobjetos para ser desparafinados y rehidratados. Para observar

la presencia de fibras de colageno se realizd una tincion tricromica de Masson. Las
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fotografias se tomaron a 10X en un microscopio confocal Zeiss acoplado a una camara
axiocam. Las imédgenes se procesaron en el software Imagel con el complemento FIJI (v.
1.54f, http://imagej.org) para determinar el porcentaje de expresion de cada marcador, los
valores de expresion se graficaron en Prism 9V mediante porcentage de coloracion azul por
fotografia. Se tomaron 3 fotografias al azar de diferentes campos por tratamiento y se eligid

una foto representativa por grupo para construir la figura.

8.11.-Evaluacion en el sitio de la herida de numero de células, grueso y area del

epitelio y tejido de granulacion.

De los ratones tratados, en los dias 0, 7, 14 y 21 después del tratamiento, se obtuvo tejido
cutdneo ubicado en el sitio de la cicatriz y se realiz6 tincion con hematoxilina y eosina. Las
células se contaron en relacion al nimero de nucleos por campo. Esto se realiz6 en el plug in
de ImagelJ, F1JI. Separando el color ptrpura (correspondiente a la sefial de hematoxilina) con
la funcion de deconvolucion de color, luego se generd una imagen de mdscara binaria
empleando la funcioén de cuenca hidrogréfica para separar los ntcleos que estaban ubicados
cercanos. Luego se contaron los nucleos (Los ntcleos en los bordes de la imagen fueron
excluidos de la cuantificacion). El nimero de células representa el valor medio de 3
fotografias (en campos aleatorios) ubicadas desde la epidermis hasta el tejido subcutaneo con
un objetivo de 40X (microscopio confocal Zeiss acoplado a una cadmara axiocam). Los

valores se representaron graficamente en Prism 9V.

Las fotografias utilizadas para el andlisis de la expresion de colageno (tincion
tricromica de Masson) se utilizaron para calcular el espesor y el area epitelial. Luego, las
imagenes se analizaron utilizando el software Imagel] Fiji (v. 1.54f, //imagej.org). Para
mediciones discretas del espesor de los epitelios, se abri6 el archivo de cada imagen mediante
el software y se establecieron las escalas adecuadas segun el aumento previo (2000 pixeles =
1 um). El grosor de cada epitelio se midi6 seleccionando la opcion "Recta" y se trazo una
linea que atravesara el epitelio. Esto se hizo con cinco secciones aleatorias del epitelio para

cada muestra analizada. Los datos se recuperaron despué¢s de seleccionar el comando
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"Medicion" en la pestafia "Analizar" y se analizaron mas a fondo utilizando Graphpad Prism

(v.9.0.0.).

Para medir el area total de cada epitelio, se abri6 el archivo de cada imagen mediante
el software FI1JI y se establecieron las escalas adecuadas segun el aumento previo. Se habilitd
la opcidn "Selecciones de poligonos" para delinear el area del epitelio y se analiz6 el area
que comprende todo el epitelio para cada muestra. Los datos se recuperaron después de
seleccionar el comando "Medicion" en la pestafia "Analizar" y los datos se analizaron mas a

fondo utilizando Graphpad Prism (v. 9.0.0.).

El tejido de granulacion se analizo por medios de espesor. Para ello se identifico el
tejido de granulacion para luego seleccionar la opcion “Recta” y trazar una linea que atraviese
el grueso. Esto se realizd con cinco secciones aleatorias para cada muestra analizada. Los
datos se recuperaron después de seleccionar el comando "Medicioén" en la pestafia "Analizar"
y se analizaron mas a fondo utilizando Graphpad Prism (v. 9.0.0.). La puntuacién del tejido
cutdneo en el sitio de la herida después del tratamiento se estableciéo de acuerdo con los

criterios de Greenhalg et al. (1990).

8.11.-Evaluacion de citocinas pro-inflamatorias.

La sangre se obtuvo mediante puncion cardiaca de ratones (en los dias 7, 14 y 21) y el suero
se separ6 (condiciones previmente mencionadas) para determinar la expresion de citocinas
inflamatorias utilizando el kit de inflamacion de ratones BD Cytometric Bead Array (CBA)
(Cat. 552364) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los valores fueron analizados en el

programa FlowJo para posteriormente graficar los datos en Prism (v. 9.0.0.).

8.11.-Activacion de marcadores de la via PI3K-AKT.

A las muestras del dia 7 se les evalu6 la exprecion de componentes protéicos (en estado de
fosforilaciéon) de la via de sefalizacion PI3K-AKT mediante inmunohistoquimica

empleando el kit VECTASTAIN Elite HRP (Vector Laboratories, PK-6100) de acuerdo con
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las instrucciones del fabricante. Utilizando los siguientes anticuerpos primarios de
Thermofisher: AKT-P (PA5-39725), FOXO-P (PA5-118528), P21-P (PA5-99373) y TSC2-
P (PA5-104916), y luego revelando la presencia de marcadores a través de la produccion de
coloracion marron, por el metabolismo del sustrato DAB por la enzima peroxidasa (kit de
sustrato DAB, peroxidasa (HRP) Vector Laboratories). Las fotografias se tomaron en un
microscopio confocal Zeiss acoplado a axiocam a 40X y se procesaron en el software ImageJ
con el complemento F1JI para determinar el porcentaje de expresion de cada marcador a partir
de 5 fotografias tomadas al azar en diferentes campos por cada grupo de tratamiento. Una

foto representativa por tratamiento fue seleccionada para construir la figura.

8.11.-Analisis estadistico.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software Graph Pad Prism version 9 y los
datos se expresaron como la media + desviacion estdndar. La significancia estadistica se
determind mediante una prueba ANOVA unidireccional, seguida de una prueba de
comparacion multiple de Tukey post hoc o la prueba T y Wilcoxon (segtn corresponda) con

una diferencia significativa de p <0.05.
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9.-RESULTADOS

9.1.-E1 IMMUNEPOTENT CRP posee exosomas.

El ICRP contiene exosomas capaces de sobrevivir al proceso de liofilizacién del producto
comercial. Mantienen una forma semiesférica de aproximadamente 60 nm (Figura 9). Debido
a la naturaleza de la técnica AFM, se puede suponer que el método de extraccion de exosomas
da como resultado una muestra pura, como se puede ver en la Figura 9 ya que se observaron
unicamente exosomas y exomeros (igual o menor de 30 nm). Los andlisis de AFM
confirmaron la presencia de exosomas, por lo cual sigui6é evaluar sus posibles funciones
bioldgicas. También poseen marcadores proteicos caracteristicos de exosomas provenientes

de Bos taurus (Tabla 2).

(a) (b)

Figura 9. El IMMUNEPOTENT CRP contiene exosomas con un tamaiio promedio de 60 nm. Los
exosomas se aislaron con el kit ExoQuick y se caracterizaron porque AFM presentaba una forma semiesferoide.
También se observaron exdémeros de 30 nm. a. Distribucion de exosomas en 3 ejes. b. Distribucion

bidimensional de exosomas.

35



Tabla 2. Marcadores proteicos de exosomas de Bos faurus.

Abundancia de
Cobertura [# de sobreexpresion|
Proteina  [Nombre (%) péptidos  [en exosomas
Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Bos taurus
HSP90AA1[0X=9913 GN=HSP90AA1 PE=1 SV=3 18 13 6.216
Heat shock protein HSP 90-beta OS=Bos taurus
HSP90AB1[{0X=9913 GN=HSP90AB1 PE=2 SV=3 23 19 4.501
Heat shock 70 kDa protein 1A OS=Bos taurus
HSPA1A [0X=9913 GN=HSPA1A PE=1 SV=2 22 12 4.223
Heat shock 70kDa protein 1A OS=Bos taurus
HSPA2 0X=9913 GN=HSPA2 PE=2 SV=1 14 7 2.196
Talin 1 OS=Bos taurus 0X=9913 GN=TLN1 PE=1
TLN1 Sv=1 25 55 4.165
High mobility group protein Bl OS=Bos taurus
HMGB1 [0X=9913 GN=HMGBI1 PE=1 SV=3 29 8 27.193

9.2.-Exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP no poseen efecto sobre la

viabilidad pero inducen apoptosis tardia en células 4t1 en una prueba de potencia.

Se ha informado que el ICRP tiene un efecto citotoxico sobre lineas celulares cancerosas.
Por lo cual se realiz6 una prueba de potencia que nos permitié confirmar la identidad del
producto como prueba de control y que los exosomas aislados provienen efectivamente del
ICRP. En esta prueba de potencia se evalu6 el efecto que tiene cada una de sus partes sobre
la viabilidad de la linea celular de cancer de mama murino 4T1. Después de 24 h de
tratamiento (Figura 10 a), el ICRP y el sobrenadante de ICRP disminuyeron la viabilidad con
diferencia significativa contra el control, obteniendo porcentajes de viabilidad de 12.76% y
13.26% respectivamente (p<0.05), y también indujeron un efecto citotéxico en un ensayo de
recuperacion (Figura 10 b). Mientras que los tratamientos de exosomas y el pellet del ICRP

no afectaron significativamente la viabilidad celular (70.94% y 99.5% respectivamente).
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Si bien, el efecto citotoxico deficiente se reflejo a las 24 h de tratamiento en los
tratamientos con exosomas y pellets, en un ensayo de recuperacion (Figura 10b) la
citotoxicidad aumentd de manera dependiente de la dosis y el tratamiento (p <0.05). Los
exosomas (a partir de 1U) mostraron una citotoxicidad del 34.1% y el pellet del 41.08%. El
efecto citotoxico de la ICRP en la linea celular 4T1 se debe a la mezcla de todas sus partes y

no a sus componentes aislados.
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Figura 10. Efecto citotoxico del ICRP en la linea celular 4T1. a. Después de 24 h de tratamiento, se midio6
la viabilidad celular mediante el metabolismo de la resazurina. b. Después de 24 h de tratamiento, este se elimind
y reemplazo6 con medio DMEM, 5 dias después se midi6 la viabilidad mediante el metabolismo de la resazurina.

Los exosomas no poseen efecto citotoxico en las células 4T1. Prueba de Tukey (p < 0.05).

Los hallazgos se corroboraron mediante tincién con naranja de acridina y bromuro de
etidio, ademas de confirmar la identidad del producto y sus derivados evaluando los procesos

inducidos por este previmente reportados en la literatura. Se determin6 que el tratamiento de
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ICRP induce apoptosis temprana, tardia y necrosis, con mayor proporcion de la primera
(Figura 11). Se observaron efectos similares con el tratamiento de sobrenadante, mientras
que en el tratamiento con exosomas y pellet se observo apoptosis temprana a las 24 h después
del tratamiento a una dosis que en la prueba de recuperacion indujo un efecto citotoxico
deficiente (Figura 10 b). Se pud6 observar que los exosomas no son el componente del ICRP

a cargo de inducir efecto citotoxico en la linea celular 4T1.

Control (-) ICRP Sobrenadante

100+
90+
80+ \
704 a
60+ b
50
40+ b b

30
20+ :
d
| ﬂ a [|= ﬂc d cd
T T T T
Control (-) ICRP Sobrenadante Pellet  Exosomas
Tratamientos

Células viables
Apoptosis temprana
Apoptosis tardia

Necrosis

NOOn

| Porcentaje de células
.

Figura 11. Los exosomas aislados del ICRP promueven la apoptosis temprana en la linea celular 4T1. La
evaluacion de muerte se realizd mediante la tincion de las céluals 4T1 tratadas 24 h con los tratamientos del
ICRP y sus partes derivadas de 0.5 U. Posteriormente las células se tifieron con naranja de acridina y bromuro
de etidio.a. El nucleo solido verde indica células viables, el nucleo verde fragmentado indica apoptosis
temprana, las células naranjas indican apoptosis tardia y el rojo indica células necroéticas. Fotografias
representativas, tomadas con microscopio de fluorescencia Zeiss 10X. b. porcentaje de células que pertenecen
a cada proceso de muerte, el numero de células se calculé como porcentaje por campo de vista, las letras

representan diferencias significativas dentro de los grupos, prueba de Tukey (p <0.05).
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9.3.-Efecto del IMMUNEPOTENT CRP sobre la linea celular HUVEC.

El IMMUNEPOTENT CRP es una mezcla compleja de sustancias, con exosomas incluidos
dentro del extracto; al provenir de un extracto de bazo bovino se asume la presencia de
exosomas derivados de células madre mesenquimales o de células madre de adipocitos. Por
lo cudl surgi6 la pregunta de si el ICRP como tratamiento en células proveniente de sangre
venosa periférica podria inducir la liberacion de factores y moléculas que podrian promover
la proliferacion celular y especialmente de células involucradas en el proceso de curacion de
heridas. El medio condicional indujo la proliferacién de forma dosis dependiente a las 24 h
post tratamiento (Figura 12) con diferencia significativa respecto al control negativo en las
células HUVEC. El medio condicional derivado de sangre tratada con ICRP 0.5 U indujo
viabilidad hasta 140% (Fig. 3), y el tratamiento con ICRP 0.25 U no mostré diferencia
significativamente contra el control (p<0.05). Otro hecho plausible es que las células
cultivadas con medio DMEM sin suero no mostraron diferencia contra las células cultivadas
con DMEM que contenian 10% de suero humano derivado de sangre no tratada con ICRP

(p<0.05).

DMEM + 10% HS (0.5 U)- H|:
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Figura 12. El medio acondicionado de sangre tratada con ICRP promueve la proliferacion de la linea
celular HUVEC. La sangre periférica se tratdo con ICRP (0 U, 0.25 U y 0.5 U) durante 24 h, luego de eso, los
sueros se separaron y se convirtieron en suplemento del medio DMEM (al 10%), para cultivar células HUVEC.
La viabilidad se midi6 a las 24 h. HS. Sueros humanos. Se realizaron pruebas de T y prueba de Wilcoxon (p <

0.001).
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9.3.-El IMMUNEPOTENT CRP promueve proliferacion celular y migracion en

células de la dermis.

El extracto completo de ICRP tiene un efecto citotoxico sobre las lineas celulares cancerosas,
pero los medios condicionados indujeron la proliferacion en la linea celular HUVEC. Las
siguientes preguntas fueron: ;este efecto se atribuy6 a una parte del extracto o al producto en
su conjunto? ;Podrian las partes del ICRP inducir la proliferacion en lineas celulares que
forman parte de las capas de la dermis, para futuros procesos de cicatrizacion de heridas? Las
predicciones in silico indicaron la activacion de funciones biologicas por las proteinas
presentes en el ICRP relacionadas con la cicatrizaciéon de heridas con un alto nivel de
confianza basado en un valor de fuerza superior a 0.5 en las redes de asociacion de proteinas
funcionales STRING para células de fibroblastos (Figura 13), destacando la fragmentacion
del filamento de actina, la respuesta celular a la IL-7, ensamblaje de fibras elasticas,
ensamblaje de fibras de colageno, corte de filamentos de actina y queratinizacion (Figura 13
b). Para ello, se midi6 la viabilidad post-tratamiento en lineas celulares HUVEC, NIH-3T3 y
HACAT.
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Figura 13. Funciones bioldgicas inducidas por proteinas del ICRP en células de fibroblastos sanos. Las
funciones bioldgicas resaltadas mostraron un valor de fuerza superior a 0.5 en las redes de asociacion de
proteinas funcionales STRING. a. Interactoma. b. Funciones bioldgicas destacadas relacionadas con la

cicatrizacion de heridas.
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9.3.-Efecto del IMMUNEPOTENT CRP y sus partes sobre la viabilidad de células
HUVEC, NIH-3T3 Y HACAT.

En la Figura 14 se muestra que el tratamiento con exosomas aumento la viabilidad en todas
las lineas celulares con tendencia dosis dependiente con una diferencia significativa frente al
control (p<0.05). Las células HUVEC tratadas con pellet o exosomas mostraron un aumento
en la viabilidad (144% y 139% respectivamente) con una diferencia significativa contra el
control negativo en todos las concentraciones de los tratamientos, pero no contra el control
positivo que es insulina (p <0.05) (Figura 14a). El tratamiento ICRP disminuy¢ la viabilidad

y con diferencia significativa (p<0.05) frente a los exosomas.

Las células NIH-3T3 (Figura 14b) tratadas con exosomas aumentaron la viabilidad
hasta un 193% en la dosis de 1 U con una diferencia significativa contra el control positivo
y negativo; ademas, en todas las dosis se pudieron observar diferencias (p <0.05) entre los
tratamientos. Ademas, en la linea celular HACAT, el porcentaje de viabilidad mas alto se
observo en el tratamiento con exosomas con un valor de 244% 24 h después del tratamiento
(dosis de 1 U, Figura 14c¢). Se observé una diferencia significativa (p <0.05) frente al control

negativo y positivo de manera dosis dependiente.

Otro tratamiento notable en la induccioén de la proliferacion es el tratamiento con
pellet, en la linea HUVEC indujo una viabilidad de hasta 144.9% con una dosis de 1 U de
tratamiento con diferencia significativa (p<0.05) frente al control positivo y negativo. En la
linea celular NIH-3T3 a 0.75 U se indujo un 136.5% de viabilidad con una diferencia
significativa frente a los controles. En la linea celular HACAT a 0.75 U se indujo un 271.69%
de viabilidad con una diferencia significativa frente a los controles. A dosis medianas induce
un mejor efecto de proliferacion (p<0.05) (Figura 14). Se observa una tendencia en las tres

lineas celulares, los dos mejores tratamientos fueron pellet y exosomas.
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Figura 14. Los exosomas aislados del ICRP aumentan la viabilidad celular. Se sembraron y trataron 5 x
10° células, después de 24 h se midi6 la viabilidad mediante el metabolismo de la resazurina. a. El tratamiento
con exosomas aislados de 1U de ICRP promueve la proliferacion hasta un 139% en la linea celular HUVEC. b.
El tratamiento con exosomas aislados de 1U de ICRP promueve la proliferacion hasta un 193% en la linea
celular NIH-3T3. C. El tratamiento con exosomas aislados de 1U de ICRP promueve la proliferacion hasta un

244% en la linea celular HACAT. Prueba de Tukey (p < 0.05) (n=3).
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Tabla 3. Viabilidad postratamiento con ICRP y sus partes (%).

Tratamiento | | 1, 075U 05U 025U Insulina
(24 h post-

tratamiento) | 1 2 3 4 1 2 3 4 1 23 4 1 23 4 NA
4T1 1279 1326 7024 85.66 |14.17 1331 8823 81.00 |14.54 17.89 992 9335 |5191 5256 99.5 9735 |NA
4Tlrecu. [736 502 5892 6591 [732 705 8694 7159 [727 842 6659 8331 [1527 13.64 4434 8514 |NA
NIH-3T3  [3595 3590 117.06 192.68 |38.89 3697 13635 197.55|60.71 39.43 13540 153.62[6502 6535 124.43 132.56|91.19
HUVEC 1323 1125 14492 13924 |13.69 34.46 13532 130.77|32.45 3851 123.61 130.81|85.11 98.54 120.05 128.17|126.49
HACAT 5076 41.53 194.61 244.61|47.69 4256 217.69 224.10 5333 43.07 208.71 234.61 10820 47.69 107.17 174.35|149.23

Nota: Se considerd control negativo el 100% de viabilidad, los nimeros indican el tratamiento derivado de 1
U, 0.75 U, 0.5 Uy 0.25 U de ICRP, considerando como control positivo la Insulina. 1. ICRP, 2. sobrenadante,

3. pellet y 4. exosomas.

El mayor efecto citotoxico en las células 4T1 se observo en el tratamiento del
sobrenadante de 1U en el ensayo de recuperacion, con un 5.02% de células viables. En las
células dérmicas (lineas celulares HUVEC, NIH-3T3 y HACAT) tratadas con 1U de
diferentes tratamientos derivados mostraron viabilidad, pero el de mayores valores fue el
tratamiento con exosomas, excepto el tratamiento con pellet en la linea celular HUVEC. El
ICRP contiene exosomas, estos ultimos en las tres lineas celulares mencionadas indujo una

proliferacion mayor que la insulina que es el control positivo (Tabla 3).

9.3.-Los exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP encapsulan insulina

fungiendo como nanovectores.

Los exosomas son considerados nano vectores que pueden transportar sustancias, por esta
razon se cargd insulina mediante electroporacion. Se emple6 una metodologia reportada en
la literatura para incorporar o incrustar firmacos en exosomas de diferentes origenes. Se
evalud la capacidad del exosoma para encapsular insulina y la capacidad de liberarla de forma
controlable. Se logr6 una eficiencia de encapsulacion del 86.08% (Tabla 4). La mayoria de
los exosomas liberaron insulina a pH 8 con valores similares a pH 2, ambos con una tasa de

liberacion constante y estable a lo largo del tiempo (Figura 15). Sélo a pH 2 se observo un
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pico de liberacion equivalente a un 7.27% en el minuto 0. A partir de estos resultados los

exosomas cargados se denominaron exosomas-insulina.

Tabla 4. Encapsulacion de insulina en exosomas aislados del ICRP

Ecuacion de la linea y=415.12x - 1123.3

Absorbancia del sobrenadante a 280 nm 3.0635

Substitucion de la ecuacidn de la linea 148.42012
Porcentaje de encapsulacion 86.08%

8= 7.27%

7m - pH2
— - pH8
X 6+
<
g 5+
v—ai
£ 41
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< 37
9
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— 1.15%
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Figura 15. Porcentaje de liberacién de insulina. Los exosomas cargados se sometieron a tampo6n con pH
acido (pH 2) o pH basico (pH 8) y se controld la liberacion de insulina a lo largo del tiempo midiendo la

absorbancia a 280 nm.
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9.3.-Los exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP promueven proliferacion

celular y migracion en células de la dermis.

Se realizo un ensayo de cierre de herida para evaluar si una parte del ICRP o el producto
comppleto era capaz de acelerar el cierre de herida en monocapa. El ICRP y el sobrenadante
aumentaron el area del herida en tres lineas celulares (HUVEC, NIH-3T3, y HACAT),
mientras que los tratamientos con exosomas y exosomas-insulina no mostraron diferencias
significativas frente al control positivo (insulina), acelerando asi el cierre de la herida. En la
linea celular HUVEC, los tratamientos con insulina y exosomas-insulina cerraron la herida
mas rapido con una diferencia significativa (p <0.05) frente al control negativo a las 48 h
(Figura 16a). En la linea celular NIH-3T3, el tratamiento con exosomas-insulina no mostré
un mejor rendimiento que los tratamientos de exosomas o la insulina (los mejores
tratamientos), comparando con la linea celular HUVEC que mostré6 una diferencia
significativa con respecto al control (Figura 16b). El tratamiento con pellet en todas las lineas
celulares también demostr6 ser un buen inductor de proliferacion y migracion, similar a los
exosomas y exosomas-insulina a las 24 h. No hubo diferencia significativa (p<0.05) entre
exosomas y exosomas-insulina en comparacion con insulina (control positivo). En esta etapa,
basados en los resultados de las pruebas de medio condicionado, viabilidad y ensayo de
herida en monocapa, los mejores tratamientos propuestos para utilizar en la fase in vivo

fueron ICRP, pellet, exosomas y exosomas-insulina.
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Figura 16. Los exosomas solos y los exosomas-insulina estimulan la proliferacion y migracion celular. Se
realizo scratch / herida en monocapa celular y luego se aplicaron tratamientos; El area de herida se monitoreo
mediante fotografias a las 0, 24 y 48 h. a. Los exosomas y los exosomas-insulina inducen la curacion en la linea
celular HUVEC. b. Los exosomas y los exosomas-insulina inducen la curacion en la linea celular NIH-3T3. C.
Los exosomas y los exosomas-insulina inducen la curacion en la linea celular HACAT. Las fotografias fueron

analizadas en Image-J y el andlisis estadistico mediante la Prueba de Tukey (p < 0.05) n=5.

9.3.-Los exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP cargados con insulina

promueven el cierre de herida en modelo in vivo.

Se logr6 inducir el modelo de diabetes tipo I en los ratones hembra BALB/c, ya que post-
pandrial se observaron lecturas de glucosa mayores a 160 mg/ dL (Figura 17). En pruebas in
vivo, se pudo observar clinicamente que los ratones tratados con exosomas exhibieron el
cierre de herida mas rapido con un mayor crecimiento de cabello en la piel del sitio de la
herida (Figura 18a), en comparacion con el control negativo (PBS) o el control positivo
(insulina). Se pudo observar en las imagenes representativas que la piel aparece cerrada pero
con coloracion rosada indicando el cierre de la herida pero no su cicatrizacion en algunos

tratamientos, debido a la contraccion del musculo panniculus carnosus no implicando
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regeneracion celular. Otros tratamientos destacados fueron el ICRP y pellet que al dia 4
alcanzaron al tratamiento de exosoma-insulina (el segundo mejor tratamiento); el hecho de
que el cierre ocurriera durante los primeros dias de cicatrizacion, implica modular la
regeneracion de la herida probablemente activando procesos celulares. Todas las heridas
cicatrizaron al dia 12, pero las diferencias entre tratamientos resaltan en los primeros 5 dias;
al dia 3 estadisticamente todos los tratamientos tuvieron diferencias. Los tratamientos con
exosomas y exosomas-insulina mostraron un mayor porcentaje de cierre de la herida, 67% y
54% respectivamente, ademads, el tratamiento ICRP mostré un 50% y Pellet un 52% de cierre
de la herida con un buen desempefio, en comparacion con PBS e insulina (47% y 42%) al
mismo dia. A medida que el tiempo transcurria, las diferencias entre tratamientos
disminuyeron, pero se observd una tendencia en la que los exosomas mostraron el mejor
desempefio (Figura 18b); en el resto de dias no se observo diferencia significativa entre los

tratamientos con exosomas y exosomas-insulina.
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Figura 17. Nivel de glucosa postpandrial en ratones diabéticos hembra BALB/c.
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Figura 18. Los exosomas y exosomas-insulina favorecen un cierre acelerado de la herida. a. Fotografias
representativas de ratones durante el proceso de cicatrizacion de heridas después de 5 dosis de su respectivo
tratamiento. b. Los tratamientos con exosomas y exosomas-insulina aceleran el cierre de la herida, diferencia
significativa entre todos los tratamientos en el dia 3. Herida cicatrizada en el dia 12. Prueba de Tukey (p < 0,05)

n=>5.
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9.3.-El IMMUNEPOTENT CRP y sus partes estimulan la expresion de colageno en el

sitio de la herida.

Los tratamientos de exosomas y exosomas-insulina indujeron un proceso de curacion
acelerado de la herida, pero queda la siguiente pregunta: si debajo de esta capa, se
organizaron las capas dérmicas como estructuradas, siendo intepretado como otro signo de
una curacion adecuada de la herida. Para evaluar eso, se realizd una tincion tricomica en la
piel proveniente de la herida, se observd una coloracion azul que indica la expresion de

colageno en todos los dias en todos los tratamientos (Figura 19a).

En el dia 21 se observo la mayor expresion de fibras de colageno, con mayor
produccion en ratones tratados con ICRP (29.329%), siguiendo los ratones tratados con
exosomas y exosomas-insulina con 27.199% y 25.126% respectivamente con diferencia
significativa frente al control negativo (Figura 19b ). Con el tiempo se pudo observar un
aumento en la expresion de coladgeno en todos los tratamientos, excepto en el tratamiento con
pellet, en el dia 0 con 12.175% de expresion, 12.134% en el dia 7, 14.643% en el dia 14 y
15.9% en el dia 21.

Las capas dérmicas de ratones tratados con ICRP, exosomas y exosomas-insulina
parecian mas organizadas con respecto al control negativo y comparables al control positivo
(Figura 19a). Especialmente en ratones tratados con exosomas y exosomas-insulina que

otorgan una apariencia mas estética en el sitio de la herida (Figura 19a).

Por otro lado, al dia 7 se observo mayor presencia de fibrina (rosa) en todos los
tratamientos respecto al resto de dias indicando fase de inflamacién; el tratamiento que
exhibi6 la capa rosada mas fina en la parte superior de la piel fue el de pellet, lo que indica
que los ratones tratados con pellet modularon mejor la inflamacién en el dia 7. Se pudo
observar la presencia de foliculos capilares como indicador de cierre, especialmente en
ratones tratados con exosomas y exosomas-insulina el dia 7. Para el dia 14, se pudieron
observar foliculos pilosos en ratones tratados con insulina. Los ratones tratados con exosomas

presentaron células més grandes que rodeaban el foliculo piloso (Figura 19a).
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Figura 19. Los tratamientos con exosomas y exosomas-insulina inducen una cicatrizacion acelerada de
las heridas. a. La tincion tricromica de Masson se realizé en secciones histoldgicas de ratones sometidos a los
diferentes tratamientos. Fotos tomadas a 10X. Rojo: Musculo/eritrocitos, azul: coldgeno, rosa: fibrina,

azul/negro: nucleos. b. Expresion de colageno cuantificada en Imagen J, prueba de Tukey (p < 0.05) n= 3.
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9.3.-Evaluacion del tejido de granulacion, grueso de epitelio y naumero de células post-

tratamiento con IMMUNEPOTENT CRP y sus partes.

Se observd que el numero de células en el sitio de la herida/cicatriz aumentaba segtn el
tratamiento y el dia (Figura 20A). Se observaron diferencias significativas dentro de los
grupos en los dias 7, 14 y 21 (Figura 20A). En el dia 7 se observo que los ratones tratados
con insulina (control positivo) tenian un mayor niimero de células en comparacion con los
otros tratamientos (Figura 20A). En el dia 14, los ratones tratados con PBS tuvieron el menor
nimero de células en comparacidon con los otros tratamientos (Figura 20A). Al dia 21, los
ratones tratados con insulina o exosomas tenian un mayor nimero de células respecto al
control negativo, mientras que los ratones tratados con exosomas tenian un mayor nimero
de células en comparacion con el control positivo (Figura 20A). No se observaron diferencias
entre grupos, los tratamientos no aumentaron ni disminuyeron el numero de células en

comparacion con el tejido de piel sin herida (Figura 20A) (p < 0.05).

Un indicador de la fase de curacion es la formacion del tejido de granulacion para las
fases de inflamacion y proliferacion. Por tanto, se midié el espesor del tejido de granulacion
en terminos de grosor. Se observd que al dia 0 no existen diferencias dentro del grupo,
mientras que en los dias 7 y 14 si existen diferencias dentro del grupo (Figura 20b) (p < 0.05).
Al dia 7, se observo tejido de granulaciéon de mayor grosor en ratones tratados con PBS,
exosomas y exosomas-insulina (Figura 20b). En el dia 14, no hay diferencia entre los ratones
tratados con PBS, insulina y pellet, pero si hay un aumento en el grosor del tejido granular
en los ratones tratados con ICRP, exosomas y exosomas-insulina (Figura 20b) (p < 0.05). Al
dia 21 no existen diferencias en el grosor del tejido de granulacion (Figura 20b). Por otro
lado, se observaron diferencias entre grupos en comparacion con el dia 0 (Figura 20b) (p <
0.05). Al dia 7, se observo que los ratones tratados con exosomas o exosomas-insulina
presentaron un aumento del grosor del tejido granular respecto al dia 0; mientras que en el
dia 14 los ratones tratados con ICRP, exosomas o exosomas-insulinas también mostraron un
aumento en el espesor del tejido granular respecto al dia 0 sin diferencias respecto al dia 7

(Figura 20b) (p < 0.05).
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Figura 20. Induccién de la cicatrizacion / regeneracion de la herida mediante ICRP y sus partes. a.
Numero de células en el sitio de la herida, el nimero de nticleos se analizo en ImagelJ, los asteriscos muestran
diferencias significativas dentro del grupo (prueba de Tukey p < 0.05 n=3). b. El espesor / grueso del tejido de
granulacion en pum, se analizé utilizando la linea poligonal en Imagel, las letras muestran diferencias
significativas dentro de los grupos y los asteriscos diferentes entre los grupos (prueba de Tukey p < 0.05, 5
medidas por fotografia, n=3). c. El espesor / grueso del epitelio en el sitio de la herida se analiz6 en pm
utilizando la linea poligonal en Imagel; los asteriscos muestran diferencias significativas dentro de los grupos
y entre grupos (prueba de Tukey p <0.05, 5 medidas por fotografia n = 3). d. Area del epitelio en el sitio de la
herida en um?2, el epitelio se delined y su area se midi6 en Imagel, las letras representan diferencias

significativas dentro y entre los grupos (prueba de Tukey p < 0.05, n=3)

Se observo que durante los primeros dias no existen diferencias en cuanto al espesor
del epitelio entre el grupo, hasta el dia 21, donde los grupos de ratones tratados si presentaron
diferencias contra control negativo (PBS), indicando un mayor espesor del epitelio. Esto
puede ser interpretado como indicios de una cicatriz en remodelacion, presentando un mayor

espesor en el tratamiento de exosomas. También se observo que el tratamiento con exosomas
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aumento6 el grosor del epitelio con una diferencia significativa en los dias 7 y 14 en la herida

en comparacion con el dia 0 (Figura 20c).

En cuanto al area del epitelio, se observan diferencias significativas dentro y entre
grupos (p < 0.05). Al dia 7, el tratamiento que presentd mayor area en el epitelio fue PBS,
siguiendo el tratamiento con exosoma-insulina (Figura 20d). En el dia 14, los tratamientos
que presentaron epitelio con menor area fueron exosomas y exosomas-insulina, siendo el
tratamiento con pellet el que tuvo mayor area (Figura 20d). Al dia 21, los tratamientos que
presentaron epitelio con mayor drea fueron pellets y exosomas (Figura 20d). Segin los
criterios de curacion (Tabla 5), los ratones tratados con exosomas o exosomas-insulina

mostraron el mejor proceso de curacion, con regeneracion del epitelio.

Table 5. Calificacion del tejido cutaneo en sitios de herida post-tratamiento

Tratamiento Calificacion dia 7 Calificacion dia 14 Calificacion dia 21
PBS 3 4 7

Insulina 4 8 9

ICRP 5 7 8

Pellet 4 6 7

Exosomas 7 10 11
Exosomas-insulina 7 10 11

1-3. Ninguna a minima acumulacién de células. Sin tejido de granulacidon ni recorrido
epitelial. 4-6. Granulacion fina e inmadura dominada por células inflamatorias pero con
pocos fibroblastos, capilares o depdsitos de coldgeno. Migracion epitelial minima. 7-9. El
tejido de granulacion moderadamente grueso puede variar desde estar dominado por células
inflamatorias hasta mas fibroblastos y depositos de coldgeno. Neovascularizacion extensa.
El epitelio puede variar desde una migracion minima a moderada. 10-12. Tejido de
granulacion vascular grueso dominado por fibroblastos y depdsito extenso de colageno.

Epitelio que cubre parcial o completamente la herida.
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9.3.-El tratamiento topico con exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP modula

la expresion de citocinas pro-inflamatorias en modelo murino.

El ICRP puede modular el sistema inmunoldgico, por lo que este y sus partes podrian
modular la expresion de citocinas sistémicamente después de aplicarse topicamente en el
sitio de la herida, ya que pudiese modificar a las células de las capas de la dermis para
presentar un fenotipo secretor determinado. La expresion de IL-12 P70, después de 5 dias de
tratamiento disminuyo en los dias 7 y 14; para el dia 21, todos los tratamientos aumentaron
la expresion de IL-12 P70, excepto la insulina, que todos los dias se mantuvo por encima de
28.23 pg/ml (Figura 21a). Los tratamientos con menor expresion de IL-12 P70 fueron PBS
con 10.46 pg/mL, exosomas y exosomas-insulina con 11.79 pg/mL, significativamente se
observaron diferencias entre todos los tratamientos excepto entre exosomas y €xosomas-
insulina al dia 14 (Figura 21a). La citocina proinflamatoria TNF aument6 significativamente
en los ratones tratados con ICRP, con la concentraciéon més alta de 31.86 pg/mL en el dia 21.
A diferencia de los ratones tratados con exosomas con estadisticamente la expresion mas baja
de TNF (0.49 pg/mL) (Figura 21b) al dia 14. En cuanto a la expresion de IFN-y, al dia 7 no
se observo diferencia significativa contra el control entre los tratamientos del dia 7 (Figura
21c), en el dia 14 los ratones tratados con exosomas mostraron una expresion mas baja,
mientras que el tratamiento con ICRP mostr6 una expresion atin mas baja en el dia 21 (6.73

pg/ml) (Figura 21c).

La expresion de la quimiocina MCP-1 en sueros se reguld negativamente mediante
los tratamientos de exosomas-insulina al dia 7 (24.52 pg/ml), y después del tratamiento con
ICRP (33.56 pg/ml), con respecto al tratamiento con PBS (39.18 pg/ml) (Figura 21d ); en el
dia 14 no se observo expresion en ratones tratados con exosomas, pero los ratones tratados
con ICRP si mostraron expresion (29.37 pg/ml) (Figura 21d) con diferencia significativa
frente al control. La citocina antiinflamatoria IL-10 se mostré sobreexpresada en todos los
tratamientos al dia 7 con diferencia significativa frente a los controles; el tratamiento con
mayor expresion fue ICRP con 55.94 pg/mL, en segundo lugar exosomas-insulina con 43.08
pg/mL (Figura 21e ). La citocina IL-6 se expreso en un rango de 10.91 a 12.07 pg/ml (Figura

20f). En el dia 7, todos los tratamientos fueron significativamente diferentes, los ratones
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tratados con pellet y exosomas-insulina mostraron niveles de expresion mas bajos, con 9.57
pg/ml (Figura 21f). Al dia 14, el tratamiento con PBS disminuy6 la expresion hasta 4.75
pg/mL y no se observo expresion en el tratamiento con exosomas. Siendo el tratamiento con
ICRP el mas alto (16.03 pg/mL) (Figura 21f). En el dia 21 los tratamientos con menor

expresion fueron pellet con 9.19 pg/mL y exosomas-insulina con 10.14 pg/mL (Figura 21f).
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Figura 21. Expresion de citoquinas inflamatorias en ratones diabéticos tratados tépicamente en el sitio
de la herida. Se obtuvo sangre los dias 7, 14 y 21, los sueros se separaron y evaluaron mediante citometria de

flujo. Prueba de Tukey (p < 0.05) n=3. a.IL-12 p70. b. TNF. c. IFN-y. d. MCP-1. e. IL-10. f. IL-6.
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9.3.-Los exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP solos o cargados con insulina

activan componentes de la via PI3 AKT para promover cierre de herida.

Los ratones diabéticos tratados topicamente con exosomas-insulina mostraron una mayor
expresion de p-AKT con un 24.36% en comparacion con la insulina con un 18.05% con
diferencia significativa (p<0.05) (Figura 22b). El control negativo mostré la expresion mas
baja con 8.7%. El ICRP que contiene exosomas mostr6 una expresion del 11.22% mientras
que los exosomas mostraron expresion del 20.07% (Figura 22b). La expresion de p-FOXO
verifica la activacion de la via, el control negativo y el ICRP mostraron la misma expresion
(12%), mientras que la insulina mostré una expresion del 22.24%, el tratamiento con
exosomas-insulina mostré la mayor expresion (28.55%) con diferencia significativa frente a
la insulina ( p<0.05) (Figura 22b). Los ratones tratados con PBS y exosomas mostraron una
baja expresion de p-P21 (de 9%), mientras que los ratones tratados con insulina mostraron
una expresion de 19.27%, en comparacion con la expresion mas alta con diferencia
significativa en el tratamiento exosoma-insulina (20.21%) (p<0.05) (Figura 22b); Los ratones
tratados con ICRP y pellet también mostraron diferencias significativas frente a la insulina,
con 12.2% y 13.07% (Figura 22b). El otro marcador negativo de activacion de la via, p-
TSC2, apareci6 inferior al control negativo PBS (por debajo de 13.36%) excepto para el
tratamiento con exosomas-insulina con un 16.28%, siendo el unico tratamiento con
diferencia significativa (p<0.05) frente al tratamiento con insulina con un 10.83% de
expresion (Figura 22b). El analisis inmunohistoquimico indic6 la activacion de componentes

de la via PI3-AKT mediante fosforilacion de AKT y FOXO (Figura 22a).
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Figura 22. Las heridas por escision en ratones diabéticos tratados con exosomas y exosomas-insulina
sanan mas rapido mediante la activacion de la via AKT. a. Las heridas se trataron topicamente durante 5
dias, el dia 7 se cortaron trozos de piel en el sitio de la herida y se fijaron con formaldehido al 10%, luego se
realiz6 inmunohistoquimica y se contrastd con hematoxilina. Se muestran fotografias representativas a 10X
tomadas con un microscopio Optico Zeiss conectado a una camara. b. Las fotografias fueron analizadas en el
programa ImagelJ para calcular el porcentaje de expresion de cada marcador, los valores medios se presentaron

en el grafico. Prueba de Tukey (p < 0,05) n= 5.
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10.-DISCUSION

El punto central de la discusion gira en torno a la cicatrizacion de heridas en la diabetes y los
componentes del IMMUNEPOTENT CRP. Las tlceras de pie diabético presentan un desafio
importante dentro del sector de la salud debido a posibles complicaciones, incluida la
amputacion de extremidades. Si bien existen opciones terapéuticas, a menudo son
insuficientes para casos avanzados de ulceracion. Se propuso explorar al IMMUNEPOTENT
CRP para acelerar la curacion. Para ello se demostrd por primera vez la presencia de los
exosomas en el extracto, los cuales poseen un tamafio promedio de 60 nm de diametro,
coincidiendo con los marcadores protéicos caracteristicos de un exosomas proveniente de

Bos taurus (Gazze et al. 2021; Exocarta n.d.).

Antes de este estudio no estaba claro si los efectos citotoxicos del IMMUNEPOTENT
CRP se atribuian a sus exosomas o a alguna de sus diferentes partes obtenidas por
centrifugacion (sobrenadante o pellet), fue por esto que se emple6 la prueba de citotdxicidad
en la linea celular de cancer de mama 4T1, como prueba de potencia para evaluar si el lote
de IMMUNEPOTENT CRP fue procesado correctamente confirmando su identidad y que
las partes (pellet, sobrenadante, exosomas) evaluadas provenian efectivamente del ICRP.
para después determinar el efecto de cada una de las partes por separado. Se observo
curiosamente que los exosomas no son el bioactivo principal encargado del efecto citotoxico

sobre las células cancerosas.

Se confirmo la validez del producto (un pool de diferentes lotes) para ser utilizado en
el estudio. El ICRP tuvo un efecto citotoxico en la linea celular 4T1, como se informo
previamente tanto in vitro como in vivo (Reyes et al. 2021; Santana et al. 2020), observandose
este efecto tanto en la prueba de viabilidad a 24 h y ensayo de recuperacion 5 dias después
del tratamiento. Se observo citotoxicidad (87.21%) al tratar 5 X 10° células 4T1 con 1 U de
ICRP, correlacionandose con Reyes et al. observandose un 86% de citotoxicidad al tratar
células 4T1 con ICRP. Por lo tanto, se verifico mediante la prueba de potencia que estdbamos
trabajando con el producto registrado. También se observaron algunos efectos interesantes al

separar los componentes del ICRP. Al probar la fraccion sobrenadante se observa un mayor
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efecto citotoxico en la concentracion de 1U de tratamiento en comparacion con el ICRP como
extracto completo, ya que es bien conocido que los componentes de un extracto cuando se
aislan pueden en algunos casos aumentar su efecto funcional (Juncan et al. 2021). Otro
componente del ICRP son los exosomas, no existen reportes sobre el uso de exosomas
aislados de un hemoderivado como es el caso de un extracto de leucocitos el ICRP, pero si
hay reportes de exosomas aislados de macrofagos, células abundantes en el bazo; aquellos
exosomas mencionados han sido probados en células 4T 1, no mostrando efecto toxico, pero
si proliferacion, excepto cuando se cargan con paclitaxel monitoreado mediante metodologia
MTT (Wang et al. 2019). Por otro lado, se ha reportado que los exosomas aislados de la
hemolinfa del cangrejo se probaron en células 4T1 monitoreando la viabilidad a través del
metabolismo de la resazurina, disminuida un 20% después de 48 horas de tratamiento con
0.1 mg/mL (Rezakhani et al. 2021); para observar el equivalente efecto sobre la viabilidad
pero con nuestros exosomas se tuvieron que administrar 542.92 mg/mL (0.75 U), lo que
demuestra que se necesita una dosis mayor para observar el mismo efecto citotdxico, lo que
da una idea del pobre efecto citotoxico de nuestros exosomas sobre las células 4T1. Dicho
efecto fue verificado mediante el ensayo de recuperacion 5 dias post tratamiento al disminuir
la viabilidad hasta un 70%, una diferencia de s6lo el 10% con los resultados de 24 h post
tratamiento. Se pudo observar en la tincion de naranja de acridina y bromuro de etidio en
células 4T1 tratadas con 0.5 U de cada tratamiento, que las células tratadas con exosomas o
pellet mostraron nticleos fragmentados. Mientras tanto, las células 4T1 tratadas con ICRP y
el sobrenadante mostraron necrosis y apoptosis, un efecto similar se observé previamente al
tratar células MCF-7 con 0.66 U de ICRP, presentando la mayoria de las células apoptosis
temprana y tardia (naranja o verde con fragmentos de nucleos celulares) pero también

presencia de células necroticas (globulos rojos) (Franco et al. 2006).

Aunque los efectos de los exosomas varian seglin el origen celular, su papel potencial
en la cicatrizacion de heridas es novedoso, especialmente de un hemoderivado como el
IMMUNEPOTENT CRP. El estudio incluy6 evaluaciones tanto in vitro como in vivo, que
revelaron distintas respuestas celulares conforme los diferentes componentes del ICRP.
Primero se cre6 un medio condicionado para células HUVEC obtenidas de sangre venosa

periférica humana previamente tratada con 0.5 U de ICRP, con lo cual se induj6 una mayor
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proliferacion en células HUVEC en comparacion con el control. Esta técnica se basa en las
moléculas que una célula puede secretar bajo un tratamiento, con la potencial actividad de
induccioén de proliferacion, se ha informado que las células mononucleares de la sangre del
cordon umbilical cuando se someten a estimulos como la irradiacién tienen un efecto
proangiogénico sobre las células endoteliales progenitoras in vitro (Cervio et al. 2013),
diferentes tipos de estimulos pueden promover la activacion de funciones bioldgicas
relacionadas con la supervivencia. Un estudio que emple6 exosomas derivados de plasma de
rata sobre macrofagos irradiados indujeron la angiogénesis en células HUVEC al estimular
el microambiente (Li et al. 2021). Las células mesenquimales estdn presentes en el estroma
de varios tejidos y drganos, por ejemplo el bazo y el cordéon umbilical; de este ultimo, esas
células secretan factores que pueden usarse como medio condicionado para cultivar células
HUVEC privadas de glucosa en condiciones de hipoxia, induciendo proliferacion y efecto
antiapoptotico; estas condiciones de estrés e hipoxia estdn presentes en una ulcera del pie
diabético, en la que se reporta la malformacion de los vasos sanguineos (Bader et al. 2014).
Asimismo, se ha demostrado que el plasma rico en plaquetas en modelo ex vivo en
fibroblastos y queratinocitos induce proliferacion y acelera el cierre de heridas en monocapa,
debido a la presencia de factores de crecimiento y citocinas (Stessuk et al. 2016; Bakadia et
al. 2023). Probablemente los exosomas derivados de las células del bazo bovino contienen
las moléculas mencionadas, ya que la ICRP tuvo efecto sobre células HUVEC en un medio

condicionado, por lo que luego se probo su efecto sobre fibroblastos y queratinocitos.

En experimentos de proliferacion in vitro se observd que los exosomas potenciaron
la proliferacion, medida indirectamente a través del metabolismo de la resazurina, lo que
indica una mayor actividad mitocondrial, con una viabilidad de hasta un maximo de 244% a
las 24 h después del tratamiento. Se ha informado que los exosomas derivados de células
madre mesenquimales adiposas son internalizados por los fibroblastos para aumentar su
proliferacion y migracion con una sobreexpresion de colageno Iy Il (Hu et al. 2016) también
en fibroblastos dérmicos humanos (Zhang et al. 2018), lo que se correlaciona con nuestros
resultados en los que la proliferacion aument6 en la linea celular NIH-3T3 tratada con
exosomas hasta 193% viabilidad post-tratamiento ademds de promover mayor expresion de

coldgeno como se discutird mas adelante. También se ha informado que los exosomas de las
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células madre adiposas inducen la proliferacion en la linea celular HUVEC inducida por
niveles altos de glucosa (Liang et al. 2022); en nuestro experimento, las células mencionadas
mostraron un 139% de viabilidad 24 h después del tratamiento. Ademas, se ha informado
que los exosomas derivados de células madre de adipositos aceleran la proliferacion en la
linea celular HACAT a través de microARN altamente expresados al activar la via
PI3K/AKT (Liang et al. 2022), esta linea celular en la que se observé una viabilidad del 244%
24 h después del tratamiento. Todas las lineas celulares en esta investigacion cerraron la
herida por raspado en monocapa mas rapido que el control y estadisticamente igual que la
insulina utilizada como control positivo, esto se correlaciona con diferentes autores que
utilizan fibroblastos, células endoteliales vasculares y queratinocitos (Hu et al. 2016; Liang
et al. 2022; Yang-C et al. 2020). Ademas, cuando se utilizan exosomas de cé¢lulas madre de
adipositos que atraviesaron un proceso de hipoxia, se acelera el cierre del herida a un ritmo
mas rapido que cuando se emplean los exosomas de células madre adipositos sin hipoxia
(Wang et al. 2021); el IMMUNEPOTENT CRP debido al proceso de fabricacion, somete al
bazo a un proceso de hipoxia ya que desde el momento en que es retirado del bovino sufre
este proceso, por lo que probablemente los exosomas del ICRP son producto de células
hipoxicas coincidiendo con los resultados de Wang con un efecto similar de curacion del
herida alas 24 h con los tratamientos de exosomas y exosomas-insulina. Ademas, las tilceras
de pie diabético se caracterizan por presentar un ambiente hipoxico, por lo que es importante

considerar un tratamiento que pueda funcionar en estas condiciones para inducir la curacion.

Como se utilizé insulina como control positivo el cual se ha reportado tiene una vida
media pobre en piel, se decidi6 encapsularla en los exosomas, obteniendo un 86.08% de
encapsulacion y un pico en la liberacion de insulina (7%) a pH 2, pero aiin estable a ambos
pH é4cido como basico. Por lo cual se propuso los exosomas aislados del ICRP como un buen
vector para la liberacion de insulina, para aumentar su vida media en la piel, asegurando la
liberacion de insulina ya que las ulceras de pie diabético comunmente presentan un pH
alcalino (Yang-C et al. 2020; McArdle et al. 2015). Para ello se utiliz6 el tratamiento con

exosomas e insulina en los experimentos posteriores.
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Otro signo de buena cicatrizacion es la produccion de coldgeno, para ello se indujo
hiperglucemia en ratones hembra BALB/c con estreptozotocina para la simulacion del
modelo de diabetes tipo 1, para luego tratar heridas topicas, en las cuales se observo que el
el grupo tratado con exosomas cicatrizaba mas rapido con buena produccion de colageno,
pero no fue el tratamiento con mayor expresion de coldgeno, ese fue el tratamiento ICRP al
dia 21 con 29.32% de expresion de colageno. En segundo lugar, se observaron a los ratones
tratados con exosomas (27.19%), y exosomas-insulina (25%), siguiendo el grupo de control
positivo (24.5%). Esto se correlaciona con los exosomas derivados de células madre
mesenquimales como tratamiento de heridas en ratas no diabéticas, en los que los exosomas
aceleraron el cierre mas rapido que su control positivo (medio MesenGro hMSC), y también
una mayor expresion de colageno I y III (Zhang et al. 2015). Otro hecho interesante de los
exosomas es que cuando provienen de células perivasculares, los cuales inducen una mayor
expresion de coldgeno en el sitio de la herida en el modelo de rata (Kim et al. 2021), por lo
que los exosomas aislados del ICRP al originarse a partir de un 6rgano estan mostrando tales
resultados. Incluso también coincide con las funciones predichas de manera in silico las

cuales indicaban ensamblaje de fibras de colageno.

Con base en el analisis histologico, el nlimero de células se mantuvo durante las fases
de curacion, pero dentro de los grupos (entre tratamientos comparados en el mismo dia) se
pudieron observar diferencias, ya que en el dia 21 donde los ratones tratados con exosomas
exhibieron un mayor nimero de células en comparacion con los controles, esto podria
implicar una mayor remodulacion de la herida. El tejido de granulacion es importante ya que
es uno de los componentes de la fase de proliferacion (dias 4-21); por eso se midio el espesor
en lugar del niimero de tejidos de granulacion, ya que se ha informado que es un mejor
parametro de curacion (Van de Vyever et al. 2021). Se puede observar que al dia 7 los ratones
que presentaron mayor espesor de tejido de granulacion fueron los tratados con exosomas y
exosomas-insulina, en un tiempo mas rapido que el resto de tratamientos, al dia 14 el
tratamiento de ICRP fue otro que indujo un mayor espesor del tejido de granulacion; al dia
21 no se observo diferencia respecto al dia 0, lo que implica que el tejido se encontraba en
fase de remodelacion y maduracion; Se ha informado que los exosomas derivados de células

madre mesenquimales aisladas del cordon umbilical estimulan la regeneracion de la piel al
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mejorar la regeneracion del tejido de granulacion y la regulacion positiva del VEGF (Yan-J
etal. 2020), lo que coincide con nuestros resultados en los que los grupos tratados presentaron
formacion vascular (tabla 5). Ademas, esto podria explicarse con el hecho de que las células
endoteliales y fibroblastos son componentes del bazo, estas fueron estimuladas por el ICRP
y sus partes. Otro pardmetro de la adecuada cicatrizacién de heridas es el desarrollo del
epitelio; observamos que los exosomas y exosomas-insulina mostraron un mayor espesor en
el epitelio que indica la induccion de la curacion en el dia 21, mayor en comparacion con el
grosor del epitelio antes de la herida, lo que conduce a la formacion de cicatrices. Se ha
informado que los exosomas derivados de las células madre mesenquimales del cordon
umbilical pueden mejorar el espesor epitelial en ratas ovariectomizadas (Zhang et al. 2023).
Basandose en estos analisis histologicos se pudo observar que el tratamiento con exosomas
presentd mayor numero de células en el sitio de herida al dia 21, correlacionando con mayor
area y grosor del epitelio al mismo dia. Los tratamientos de exosomas y exosomas-insulina
presentaron antes mayor grosor del tejido de granulacion correlacionando esto con un avance

mas acelerado por las fases de proliferacion.

Una via cominmente activada en heridas diabéticas tratadas con exosomas es la
PI3/AKT. En ratones diabéticos tratados en el sitio de la herida con exosomas y exosomas-
insulina se observd una activacion de PI3/AKT, asumiendose por la presencia de AKT
fosforilada y una consecuente fosforilacion de FOXO, mientras que en ratones tratados con
ICRP la expresion de los marcadores mencionados fue menor que el control positivo pero
superior al control negativo, respondiéndonos que el componente activo que induce la
curacion de la herida diabética segun nuestros resultados in silico corresponde a exosomas
que confirman nuestras predicciones y se correlacionan con otros estudios con el mismo

modelo de ratones hiperglucémicos (Zhang et al. 2018; Wang et al. 2021).

Ademas, una consecuencia de la via de proliferacion PI3/AKT es la modulacion de la
inflamacion; observamos que los exosomas modulan las citocinas inflamatorias de manera
similar al ICRP como extracto completo sobre macréfagos humanos (Franco et al. 2005). La
IL-12 p70 es secretada por células presentadoras de antigeno polarizando a los macréfagos

al fenotipo M1, no deseado en la herida; ratones tratados con ICRP, exosomas y exosomas-
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insulina disminuyeron la expresion en suero de IL-12 p70 en los dias 7 y 14 mostrando la
expresion mas baja en exosomas-insulina coincidiendo con una curacion mas rapida y una
mejor organizacion en las capas dérmicas, esto se correlaciona con un estudio que emplea
ratones IL- 12 KO que mostraron una curacion acelerada de las heridas (Matias et al. 2011).
El TNF comunmente se sobreexpresa en heridas que no cicatrizan (Dhamodharan et al.
2019), se observo que los ratones tratados con exosomas en el dia 7 mostraron niveles
disminuidos de TNF y en el dia 14 los ratones tratados con ICRP, exosomas y exosomas-
insulina también mostraron niveles disminuidos, esto se correlaciona con un estudio en el
cual a los macrofagos peritoneales murinos se estimularon in vitro con LPS al emplear una
dosis de 0.5 U/mL de ICRP también se disminuy0 la expresion de TNF (Franco et al. 2005).
También se correlaciona con un estudio en el que tlceras de pie diabético fueron tratadas con
oxigenoterapia hiperbarica, mostrando niveles reducidos de TNF con un tiempo de sanacion
mas rapido que el control (Semadi, 2019). No se observaron diferencias significativas en la
expresion de IFN-y el dia 7; se ha informado que la expresion de IFN-y no influye en el
proceso de curacion (Kampfer et al. 2000), pero en ratones KO de IFN-y se demostré que los
defectos en IFN-y alteraron la cicatrizacion de heridas volviendola mas lenta, esto podria
correlacionarse con lo observado, al presentarse una disminucion de la expresion de IFN-y
en ratones tratados con exosomas (Kanno et al. 2019), siendo uno de los tratamientos con

mejor respuesta clinica.

La expresion aumentada de MCP-1/CCL2 se correlaciona con una cicatrizacion
acelerada de heridas en el modelo de ratones diabéticos al restaurar la respuesta de los
macrofagos (Wood et al. 2014). Por el contrario, observamos en ratones tratados con ICRP
o exosomas-insulina una disminucion de la expresion de MCP-1, mientras que esos ratones
formaban parte de los tratamiento con curacion acelerada. Por otro lado, un estudio
observacional indicé que el genotipo 2518 A/G es mas frecuente en pacientes humanos con
DFU DM tipo 2 con una forma mutante de MCP-1 que se expresa altamente en suero y se
correlaciona con una baja expresion de VEGF y un retraso en la cicatrizacion de heridas (Li
et al. 2018). Por eso el hecho de que los exosomas y los exosomas-insulina regulen
negativamente la expresion de MCP-1 no es un mal efecto, debido a la probabilidad de que

los pacientes puedan expresar este otro genotipo reportado, esto significa una limitante del
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presente estudio debido a la genética del modelo murino. Se ha propuesto como biomarcador
de riesgo de desarrollo de ulceras de pie diabético la baja expresion de ApoAl e IL-10 (Nanda
et al. 2022). En un modelo murino de infarto de miocardio con KO en IL-10, los exosomas
derivados de células progenitoras endoteliales no exhibieron reparacion del miocardio (Yue
et al. 2020). Ademas, otro estudio de exosomas derivados de las mismas células inform6 que
la sobreexpresion inducida de IL-10 promueve la reparacion regenerativa del tejido en
ratones diabéticos a través de STAT3 mediante la regulacion de la sintesis de hialuronano
especifica de fibroblastos (Short et al. 2022). Esto se correlaciona con el aumento de la
expresion que observamos en ratones tratados con ICRP, exosomas-insulina y exosomas (en
ese orden), también con la regulacion negativa de IL-10 en macrofagos peritoneales murinos
estimulados con LPS y luego tratados con ICRP (Franco et al. 2005). Se debe considerar que
la IL-6 se reporta con un comportamiento dual, en el presente estudio se considera
proinflamatoria, una de las caracteristicas en pacientes con DM es la inflamacion cronica;
Los pacientes con ulcera de pie diabético expresan altos niveles de IL-6 (Galicia et al. 2020),
siendo un obstaculo en la cicatrizacion de estas ulceras ya que bloquea la polarizacion de los
macrofagos. Se ha reportado que los exosomas derivados de fibroblastos dérmicos autdlogos
aceleran la cicatrizacion de heridas cutaneas diabética mediante la activacion de la via AKT-
beta catenina, regulando negativamente la inflamacion al reducir la expresion de IL-6 en el
sitio de la herida en ratas diabéticas (Han et al. 2021). En el presente estudio, los ratones
tratados con pellet y exosomas-insulina mostraron una disminucion de la expresion de I1L-6
en el dia 7, lo que se correlaciona con una cicatrizacion acelerada de las heridas debido al

control del entorno proinflamatorio.

Los péptidos presentes en el ICRP y/o exosomas modulan la activacion de células del
sistema inmune innato, infiriéndose esto como consecuencia de la modulacion de citocinas.
Estimula a las células para liberar mediadores que promueven procesos de curacion como la
cornificacion mencionada en estudios previos (Garcia Coronado et al., 2023). Se ha
demostrado que mediante el uso de péptidos unidos a matrices como los hidrogeles se puede
potenciar la activacion de estas células (Griffin et al., 2021). En nuestro estudio se utilizaron
exosomas como nanovectores ya que, por su tamaifio, pueden entrar en las células. Se observo

modulacién de citocinas, como la expresion de citocinas por macrofagos. EI ICRP y sus parte
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regulan a la baja la IL-12 p70 y la IL-6, promoviendo un fenotipo M2 de macrofagos, que
promueven la curacion al secretar TGF-p, la cual es clave en la regulacion de la sintesis de
colageno y otros componentes de la matriz extracelular. El PDGF es factor de crecimiento
que estimula la proliferacion y migracion de fibroblastos (Garcia Coronado et al., 2023). Los
péptidos y exosomas de la ICRP también inducen directamente la proliferacion de células
endoteliales para la formacion de vasos sanguineos, punto clave en la nutricion de la piel, e
inducen el mismo efecto en los fibroblastos aumentando la sintesis de colageno y aportando
propiedades tensoras a la piel. También estimula los queratinocitos, componente principal de
las capas externas de la piel (cornificacion y queratinizacion), aportando resistencia,
impermeabilidad y proteccion. Estos ultimos resultados coinciden con las predicciones in

silico mostradas en esta investigacion.
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11.-CONCLUSIONES

Este trabajo destaca el papel prometedor de los componentes del IMMUNEPOTENT CRP,
especialmente los exosomas y exosomas cargados con insulina para acelerar la cicatrizacion
de heridas diabéticas, mejorar la proliferacion, la produccién de colageno y modular la
inflamacion a través de la fosforilacion de componentes de la via PI3/AKT. A continuacion

se enlistan los principales hallazgos del estudio.

e EI IMMUNEPOTENT CRP contiene exosomas con un tamafio promedio de 60 nm
de didmetro.

e Los exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP no poseen efecto citotoxico en
la linea celular de cancer de mama 4T1.

e El suero sanguineo derivado del tratamiento con IMMUNEPOTENT CRP empleado
para suplementar medio DMEM para incubar células vascular-endoteliales HUVEC
promueve proliferacion de estas células endotelailes vasculares.

e Las partes del IMMUNEPOTENT CRP, pellet y exosomas promueven proliferacion
en células HUVEC, HACAT y NIH-3T3.

e Los exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP pueden ser empleados como
nanovectores de entrega de farmacos, ya que encapsulan insulina y la liberan
controladamente en pH 4cido o basico.

e Los exosomas y exosomas-insulina estimulan células HUVEC, NIH-3T3 Y HACAT
para cerrar una herida en monocapa.

e El IMMUNEPOTENT CRP o sus partes aceleran el cierre de herida en ratones
diabéticos hembra BALB/c.

e ElI IMMUNEPOTENT CRP o sus partes promueven la expresion de colageno en el
sitio de la herida en ratones diabéticos hembra BALB/c.

e Los exosomas aislados del IMMUNEPOTENT CRP aumentan el nimero de células
en el sitio de herida.

e Los exosomas y exosomas-insulina aumentan el grueso del tejido de granulacion,

indicando un proceso de regeneracion de herida.
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Los exosomas y exosomas-insulina presentan un aumento en el grueso de tejido
epitelial en heridas de ratones diabético hembra BALB/c.

El IMMUNEPOTENT CRP o sus partes aumentan el area del epitelio en heridas de
ratones diabéticos hembra BALB/c.

El IMMUNEPOTENT CRP o sus partes al aplicarse topicamente en heridas
diabéticas murinas modulan la expresion de citocinas pro-inflamatorias a la baja.

El tejido perteneciente a las heridas tratadas con IMMUNEPOTENT CRP o sus partes
promueven la fosforilacion de AKT y FOXO con indicadores de la via de

proliferacion, supervivencia y crecimiento celular PI3-AKT.
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12.-PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Se demostré que el IMMUNEPOTENT CRP y sus partes promueven el cierre de herida. Sin
embargo, son necesarios mas estudios para evaluar la angiogénesis inducida por los
exosomas y corroborar estos resultados en ulceras de pie diabético humanas. Una de las
limitaciones del estudio es la falta de aislamiento de los compuestos pertenecientes a cada
una de las partes de la ICRP en términos de caracterizaciéon de cada una de los péptidos
presentes. La perspectiva surge de aislar los péptidos y comprobar si los péptidos
determinados in silico son responsables del efecto de cicatrizacion de las heridas cuando se
administran. La alineacion de la investigacion con estudios anteriores refuerza los hallazgos

y sugiere vias para una mayor exploracion y posibles aplicaciones clinicas del producto.
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