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RESÚMEN 

El infarto cerebral isquémico es producido por la obstrucción de un vaso o arteriola que impide el 
flujo sanguíneo a una zona del cerebro. El infarto cerebral es la segunda causa de muerte en el mundo. 
Actualmente se conocen muchos de los mecanismos celulares de daño que desencadena el infarto. 
Sin embargo, los mecanismos endógenos de recuperación que se activan después de un infarto, aún 
son poco conocidos. No existe un tratamiento eficiente para el infarto cerebral, siendo esta la causa 
de la alta letalidad y discapacidad asociada con esta patología. Existe evidencia de que muchos 
factores neurotróficos como factores de crecimiento celular y neurotrofinas tienen actividad 
neuroprotectora ante un infarto cerebral.  

Varios tipos celulares del parénquima cerebral como las células gliales, las células vasculares y las 
mismas neuronas; producen factores neurotróficos en condiciones normales. El mecanismo para el 
transporte de estos factores neurotróficos a su blanco, está poco estudiado. 

 La producción y secreción de exosomas y microvesículas derivadas de membrana, podría ser el 
principal mecanismo para el transporte de proteínas y RNAs en la comunicación celular. Un posible 
mecanismo endógeno de recuperación post-infarto podría ser la producción y secreción de factores 
neurotróficos en el cerebro por los distintos tipos celulares que lo componen. El transporte de estos 
factores neurotróficos, puede ser mediado por microvesículas como los exosomas.  

En este trabajo se investigó el efecto de la administración de los exosomas que secretan los astrocitos 
después de un infarto cerebral. Se establecieron cultivos primarios de astrocitos de rata, para aislar 
los exosomas que secretan en condiciones fisiológicas y de los exosomas que secretan cuando son 
sometidos a hipoxia (principal condición asociada al infarto isquémico). También se estableció un 
protocolo para generar cultivos primarios de células endoteliales de la microvasculatura cerebral de 
rata, así como, de la extracción de los exosomas que secretan in vitro. Para posteriores estudios de la 
función de la microvasculatura cerebral en un infarto cerebral.  

La administración de los exosomas secretados por astrocitos en condiciones fisiológicas, tuvo una  
actividad neuroprotectora después de un infarto cerebral isquémico, al reducir el tamaño del infarto 
cerebral. Se encontró que la hipoxia genera que los exosomas de astrocitos pierdan su capacidad de 
neuroprotección. 

El hallazgo da un indicio de que la disfunción de los astrocitos, es una de las causas de que se potencie 
el daño post-infarto, y que la secreción de factores neurotróficos mediante exosomas sea un 
mecanismo endógeno de recuperación que se activa después de la etapa aguda post-infarto. 

 

Palabras clave: Infarto cerebral, Exosoma, Neuroprotección, Factor neurotrófico, Hipoxia, 
Isquemia.                                                                                                                                                                                                                   

 

7 



ABREVIATURAS 

Akt: Proteina cinasa B. 

Ang1: Angiopoyetina 1. 

BBB: Barrera hematoencefálica. 

BSA: Albúmina de suero bovino. 

CD63: Antígeno-Cluster de diferenciación 
63. 

ERK: Cinasa reguladora de señalación 
extracelular. 

ESCRT: Complejo selectivo endosomal 
necesario para el transporte. 

FBS: Suero fetal bovino. 

Flk-1: Cinasa de hígado fetal 1. 

Flt-1: Tirosín cinasa relacionada con Fms 1. 

GTP: Guanosín trifosfato. 

HBSS: Amortiguador de solución salina de 
Hank. 

HLH-PAS: Dominio proteico básico de 
hélice-asa-hélice  PER/ARNT/SIM 

Hsp70: Proteína de shock térmico de           
70 KDa. 

NF-κB: Factor nuclear potenciador de las 
cadenas ligeras Kappa de las células B 
activadas. 

NGF: Factor de crecimiento nervioso. 

NT-3: Neurotrofina-3. 
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PBS: Amortiguador de sales de fosfato. 

PECAM: Molécula de adhesión celular 
endotelial/plaqueta 1. 

PFA: Paraformaldehído. 

PKR: Proteína cinasa activada por RNA. 

SDF1α: Factor derivado del estroma celular 1 
alfa. 

SGZ: Zona subgranular. 

SNAP: Proteína asociada al sinaptosoma 

SNARE: Proteína receptora del factor soluble 
de anclaje, sensible a N-etilmaleimida. 

TSG101: Proteína del gen de susceptibilidad 
al tumor 101. 

UNV: Unidad neurovascular. 

VEGFR1: Receptor del factor de crecimiento 
endotelial vascular 1. 

VEGFR2: Receptor del factor de crecimiento 
endotelial vascular 2. 

VPS4: Proteína asociada a la clasificación 
proteica vacuolar 4. 

Wnt: Sitio de integración relacionada con las 
alas de Drosophila (Wingless-related 
integration site, por sus siglas en inglés.
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INTRODUCCIÓN 

El infarto cerebral 

El infarto o accidente vascular isquémico es producido por la obstrucción de un vaso o arteriola que 

bloquea parcial o totalmente el flujo sanguíneo en el cerebro. La isquemia cerebral como resultado 

de la insuficiencia del flujo sanguíneo imposibilita las actividades metabólicas y fisiológicas 

cerebrales conduciendo a la muerte del tejido (American Stroke Association, 2015). Existen dos tipos 

de infarto cerebral; el hemorrágico producido por la ruptura de una arteriola cerebral y el isquémico 

debido a la obstrucción de un vaso o arteriola por un émbolo o un trombo (American Stroke 

Association, 2015; Sacco et al., 2013). Las dos principales causas de infarto del tipo isquémico son 

el embolismo y la trombosis; el primero se da por la formación de un émbolo de origen graso, un 

coágulo sanguíneo en el corazón  o un coágulo formado en una  arteria grande. Al fragmentarse el 

coágulo, éste puede viajar en la circulación sanguínea hasta obstruir un vaso pequeño. La trombosis 

en cambio se da por la formación de un coágulo que al crecer bloquea localmente al vaso donde se 

origina  (American Stroke Association, 2015; Sacco et al., 2013). En el caso del infarto hemorrágico 

existen dos tipos; el intracerebral, donde un vaso o arteriola sanguínea que se localiza dentro del 

cerebro se rompe y el infarto hemorrágico subaracnoideo, donde un vaso sanguíneo del espacio 

subaracnoide presenta la fisura. Las causas principales del infarto hemorrágico son la hipertensión 

arterial, la malformación arteriovenosa y el aneurisma (zona vascular dilatada que propicia su 

adelgazamiento) (Grysiewicz et al., 2008; National Heart Lung and Blood Institute, 2014).  

Algunos de los principales síntomas de un infarto cerebral son: problemas en la visión, dificultad o 

imposibilidad para el movimiento corporal generalmente de extremidades, pérdida de la conciencia, 

dificultad para hablar y pérdida de coordinación; estos síntomas pueden aparecer a pocos segundos, 

minutos o incluso horas después del evento isquémico (Columbia  University Medical Center 

Neurosurgery, 2015). 

Enfermedad vascular cerebral en México y el mundo 

La enfermedad vascular cerebral o infarto cerebral, incluye a todas las anormalidades cerebrales 

causadas por una interrupción del flujo sanguíneo o una disminución del flujo en los vasos del cerebro 

(Columbia  University Medical Center Neurosurgery, 2015). En el 2002 la Organización Mundial de 

la Salud reportó al infarto cerebral como la cuarta causa de muerte en el mundo, pero, en el 2012 

ascendió a la segunda  causa de muerte ((OMS), 2002; OMS, 2012). En nuestro país es la  tercera 

causa de muerte en personas mayores de 60 años (Erwin, 2011; Secretaría de Salud, 2009) y la sexta 
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causa de muerte en la población total (INEGI, 2013). El infarto cerebral como parte de la enfermedad 

cerebral vascular es un problema serio de salud en México y el mundo; basta con mencionar que 15 

millones de personas en el mundo tienen en promedio un infarto cerebral anualmente ((OMS), 2002). 

En México causó la muerte de 31,997 personas en 2013 (INEGI, 2013). Un estudio realizado en 

México en 2011, encontró que el tipo de infarto cerebral predominante en el país, es el de tipo 

isquémico (Carlos, 2011). 

Neuropatología del infarto cerebral isquémico 

El daño ocasionado por el infarto isquémico se puede dividir en dos zonas; el foco isquémico y la 

penumbra. El primero se caracteriza por la muerte del tejido generalmente por necrosis debido a la 

caída total del flujo sanguíneo, mientras que la penumbra es una zona que rodea al foco isquémico 

que comienza a perder actividad metabólica por la disminución del flujo sanguíneo adyacente y la 

cual está sometida a estrés oxidativo y excitotoxicidad glutamatérgica (esto último como 

consecuencia de la muerte neuronal necrótica del foco isquémico). En la zona de penumbra 

predomina la muerte neuronal apoptótica. Ésta puede ser eliminada o atenuada por la actividad de 

factores neurotróficos que promueven la sobrevivencia celular (del Zoppo et al., 2011; Longo and 

Massa, 2013; Tovar et al., 2015). 

El flujo sanguíneo cerebral en un humano sano es de (50-60) ml/100g/min. También posee una tasa 

metabólica de oxígeno normal de (120-175) µmol/100g/min (Liu and Li, 2015). En cambio el foco 

isquémico tiene un flujo sanguíneo cerebral regional menor de 12ml/100g/min y una tasa metabólica 

cerebral de oxígeno menor de 65 µmol/100g/min. En el foco isquémico existe también un paro 

definitivo de la síntesis de proteínas y una muerte progresiva del tejido por necrosis.  

La zona de penumbra que rodea al foco isquémico comienza a perder actividad eléctrica y posee un 

flujo sanguíneo cerebral regional de 12-22 ml/100g/min y una tasa metabólica cerebral de oxígeno 

arriba de 65µmol/100g/min. La penumbra es una zona que está en riesgo de sufrir muerte por el 

decremento en el metabolismo, pero en las primeras etapas del infarto se mantiene viable y con 

posibilidades de ser rescatado (del Zoppo et al., 2011). 

A nivel molecular la penumbra se caracteriza por un decremento en la síntesis proteica, un nivel 

estable de ATP (durante cierto período), síntesis exacerbada de chaperonas y un incremento de 

proteínas mal plegadas. La causa de la deficiencia en la síntesis proteica en la penumbra se debe a un 

paro en el inicio de la traducción, esta a su vez cauda por un incremento en la fosforilación del factor 

de iniciación en eucariontes (eIF2α) mediada por la sobreactividad de la proteína cinasa activada por 

RNA (PKR) (del Zoppo et al., 2011). La causa del mal plegamiento de proteínas en la penumbra 
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todavía es desconocida, pero se piensa que se debe al incremento de Ca+2 en el retículo endoplásmico 

y la deficiencia de glucosa que impide la glicosilación de proteínas. Hay sobre expresión de 

chaperonas como la Hsp70 como una respuesta para mitigar el mal plegamiento proteico. Hsp70 se 

expresa y traduce exclusivamente en neuronas de la zona de penumbra donde aún hay ATP.  El 

aumento en la expresión de ésta chaperona es asociada con neuroprotección (del Zoppo et al., 2011). 

Otra característica importante del infarto cerebral isquémico es que no existe uniformidad y  una clara 

delimitación entre el foco isquémico y la penumbra. Puede existir más de un foco isquémico 

(minifocos) con variación en tamaño e inmersos en zonas de penumbra. Sólo hasta etapas avanzadas 

del infarto estas zonas se delimitan mejor. La heterogeneidad de las zonas de penumbra puede ser el 

resultado de la dinámica vascular efectuada como respuesta ante el daño, que incluye la modulación 

en la irrigación sanguínea y la secreción de factores de crecimiento que median protección a la muerte 

celular como se verá más adelante (del Zoppo et al., 2011).  

El glutamato y la excitotoxicidad en el infarto isquémico 

El glutamato es el  neurotransmisor excitador más abundante del sistema nervioso, tanto de 

vertebrados como de invertebrados. Su función es esencial para regular la sinaptogénesis, 

neurogénesis, sobrevivencia neuronal, crecimiento de neuritas y la muerte neuronal (Mattson, 2008). 

Incluso se ha observado una conexión muy estrecha entre la actividad neurotransmisora 

glutamatérgica y la modulación en la producción de factores neurotróficos que desencadenan la 

neuroplasticidad durante el desarrollo y en el adulto (Mattson, 2008). 

Existen dos familias de receptores glutamatérgicos; ionotrópicos y metabotrópicos. Los primeros a 

su vez se dividen en receptores α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isozaxol propionato (AMPA), kainato y 

N-metil-D-aspartato (NMDA). Cuando el glutamato activa a los receptores tipo AMPA, genera una 

despolarización de membrana por la entrada de sodio al interior celular que activa a canales de calcio 

dependientes de voltaje y a canales receptores de NMDA. Esto induce un alto influjo intracelular de 

calcio y sodio en la neurona. El receptor de kainato al igual que los dos anteriores es un canal no 

selectivo a cationes, transporta Na+, K+ y en menor medida Ca2+ al interior celular. La actividad de 

este receptor se ha asociado a la neuroplasticidad y en un evento de infarto cerebral tiene un papel 

similar que el receptor AMPA. 

 Los receptores metabotrópicos glutamatérgicos activos se acoplan a proteínas de unión a GTP que 

activan a la fosfolipasa C, luego ésta induce la producción de inositol trifosfato que promueve la 

liberación del calcio almacenado en el retículo endoplásmico. El incremento del calcio intracelular 

activa a la proteína cinasa C (PKC), a las proteasas: calmodulina y calpaínas y a factores de 
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transcripción como CREB (Cyclic AMP response element-binding protein) y NF-κB. Esta cascada 

de señalización celular genera la remodelación de la arquitectura del citoesqueleto, de la excitabilidad 

de la membrana neuronal y de la expresión de genes como los codificantes para factores neurotróficos 

(Mattson, 2008). 

 En un evento isquémico hay un alto incremento en la concentración extracelular de glutamato que 

sobrepasa la capacidad de su recaptura por la glía, generando que se  sobre activen los receptores 

glutamatérgicos como el de NMDA. Este suceso provoca la entrada masiva de calcio dentro de las 

neuronas de la zona de penumbra. Este incremento del calcio intracelular puede inducir la muerte 

neuronal por necrosis si el estado energético de la neurona es muy deficiente, o se puede inducir la 

muerte neuronal por apoptosis si el estado energético de la célula aún es preservado. Este fenómeno 

que se acaba de describir se le conoce como excitotoxicidad mediado por glutamato. La muerte por 

apoptosis es la predominante en la zona de penumbra del infarto porque las neuronas aún mantienen 

un estado energético no tan bajo (Ishitsuka et al., 2012; Mattson, 2008).  

Factores neurotróficos y  factores de crecimiento celular en la neuroprotección ante un infarto 

cerebral 

Las funciones de los factores neurotróficos son regular la supervivencia de neuronas y células gliales, 

del mantenimiento axonal y de dendritas y la plasticidad neuronal. Las principales vías de 

señalización celular activadas para estas funciones son la vía de la cinasa de inositol-3-

fosfato (PI3K)/Akt, la vía de proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK), la vía de la proteína 

cinasa dependiente de AMP cíclico y la vía de Rho A (Longo and Massa, 2013). Muchos factores de 

crecimiento como el factor de crecimiento básico de fibroblastos (bFGF), el factor de crecimiento 

vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), el factor de 

crecimiento epidermal (EGF) y el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1) junto con los 

factores neurotróficos pueden modular estas vías de señalización y por tanto poseer una actividad 

similar a la de los factores neurotróficos. Cuando el sistema nervioso está bajo condiciones 

patológicas, estos factores de crecimiento celular poseen actividad neuroprotectora (Mattson, 2008; 

Wang et al., 2000a).  

Algunos de los mecanismos por los que ejercen neuroprotección los factores de crecimiento son: por 

el bloqueo de la excitotoxicidad mediada por glutamato; por ejemplo, el bFGF actúa en este 

mecanismo regulando a la baja la expresión de los receptores de glutamato como el NMDA e 

incrementando la expresión de enzimas antioxidantes (Mattson et al., 1993; Mattson et al., 1995). 

Otro mecanismo es por promover la sobrevivencia neuronal. El factor neurotrófico derivado de 

cerebro (BDNF) y el factor de necrosis tumoral (TNF) potencian la expresión del factor de 
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transcripción NF-κB que a su vez induce la expresión de proteínas anti-apoptóticas y enzimas 

antioxidantes. Un tercer mecanismo de acción de los factores de crecimiento que les confiere 

capacidad neuroprotectora es por estimular la neurogénesis. Como sucede con los factores de 

crecimiento epidermal (EGF), bFGF y BDNF que estimulan la proliferación de las células 

progenitoras neuronales durante el desarrollo y en el adulto (Baldauf and Reymann, 2005; 

Waterhouse et al., 2012). Un último mecanismo es a través de la activación de las vías de señalización 

de sobrevivencia celular como la vía de PI3K-Akt, el VEGF y el IGF-1 que ejercen neuroprotección. 

(Kilic et al., 2006; Nakao et al., 2001; Nitta et al., 2004; Wang et al., 2002). 

El blanco celular donde actúan estos factores neurotróficos incluye a todos los tipos celulares en el 

parénquima cerebral. Un estudio encontró que en condiciones de hipoxia los pericitos de la 

microvasculatura cerebral incrementan la producción de neurotrofina-3 (NT-3), cuyo blanco celular 

son los astrocitos donde se activa la vía ERK1/2 que induce el incremento en la producción de NGF. 

Esto promueve la sobrevivencia neuronal en la zona de penumbra (Ishitsuka et al., 2012). Como se 

verá más adelante, lo anterior apoya la hipótesis de que la neuroprotección originada por el 

restablecimiento de la unidad neurovascular y la secreción de factores neurotróficos son 

indispensables para la recuperación cerebral ante daño o en enfermedades neurodegenerativas 

(Hawkins, 2005; Hermann and Zechariah, 2009).  

Papel neuroprotector del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) en el infarto cerebral 

La familia de VEGF consta de cinco miembros que forman homodímeros; VEGF-A, VEGF-B, 

VEGF-C, VEGF-D y el factor de crecimiento derivado de placenta (Hermann and Zechariah, 2009; 

Vempati et al., 2014). Esta familia posee tres receptores primarios de tipo tirosín cinasa (RTKs); uno 

de estos es VEGFR1 o también conocido como (Flt-1), el otro receptor es el VEGFR2 o también 

llamado Flk-1 y el tercero es VEGFR3 también conocido como Flt-4. Éste último es exclusivo de la 

linfangiogénesis. Además de los receptores existen correceptores para el receptor VEGFR2 como 

neuropilin-1 (NRP1), neuroplilin-2 (NRP2) y glucosaminoglicanos de superficie celular (GAGs y 

heparina) (Gera Neufeld, 1999; Vempati et al., 2014).  

Dentro de los miembros de la familia de VEGF,  VEGF-A es el que posee mayor actividad mitogénica 

y es el principal implicado en la migración celular durante la angiogénesis. Su principal receptor para 

estas funciones es el VEGFR2 a cuya unión se ve favorecida por el correceptor NRP-1.  

El VEGF-A humano tiene varias formas de splicing alternativo; VEGF121, VEGF145, VEGF162, 

VEGF165, VEGF183, VEGF189 y VEGF206. Éstas isoformas se distinguen por poseer diferentes 

afinidades para unirse a los receptores 1 y 2, así como en la posesión o carencia de los sitios de unión 
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a proteoglicanos heparán sulfato y al correceptor neuropilin-1 (NRP-1) (Vempati et al., 2014).  

VEGF-A165 a diferencia de las otras isoformas de VEGF carece del exón 6 y tiene el exón 7. El exón 

6 posee actividad intrínseca inhibitoria por codificar una secuencia de localización nuclear que 

interfiere con la unión a VEGFR2 y el exón 7 codifica el sitio de unión a NRP1 y heparina que 

facilitan la unión de VEGF-A165 con VEGFR2. Esta es la razón de porque VEGF-A165 es la isoforma 

de VEGF con mayor actividad mitogénica, angiogénica y de migración celular, al activar de forma 

eficiente a VEGFR2 (Jia et al., 2001; Lee et al., 2010; Vempati et al., 2014).   

Se ha reportado que VEGF-A tiene actividad neuroprotectora ante el daño producido por un infarto 

cerebral (Kilic et al., 2006). La administración in vivo de VEGF vía intraventricular reduce el daño 

en la etapa aguda, rescata la zona de penumbra de la muerte celular y favorece la recuperación 

neurológica después del evento isquémico (Kaya et al., 2005; Sun et al., 2003). Los tipos celulares 

involucrados en la producción de VEGF durante y después del infarto son las neuronas, glía, y células 

vasculares (Hermann and Zechariah, 2009). La expresión del VEGF sucede de forma basal, pero se 

incrementa después del infarto cerebral. También se conoce que las diferentes células que expresan 

VEGF también incrementan la expresión de los receptores para éste factor de crecimiento después 

del infarto (Hermann and Zechariah, 2009).  

A pesar de que se conoce que el VEGF tiene actividad neuroprotectora es necesario mencionar que 

también se ha visto un efecto contraproducente en el infarto cerebral cuando se administra VEGF. El 

mecanismo que se cree está implicado en este efecto, es por la promoción de la neuroinflamación ya 

que VEGF induce el rompimiento de la barrera hematoencefálica (Argaw et al., 2012). Hace falta 

dilucidar porque existe este efecto dual del VEGF en el infarto cerebral y en qué condiciones es 

totalmente benéfica la actividad del VEGF. Este aspecto es muy importante a responder si 

consideramos que el VEGF puede participar de forma importante en los mecanismos endógenos de 

recuperación post-infarto (Tovar et al., 2015).  

 La unidad neurovascular define la importancia de los astrocitos y las células endoteliales en los 

mecanismos de daño y de recuperación en el sistema nervioso central 

La unidad neurovascular (UNV) es la estrecha asociación e interacción tanto a nivel estructural como 

funcional de los diferentes tipos celulares que conforman el sistema nervioso central. La UNV está 

conformada por las células vasculares, la glía y las neuronas. Gracias a la UNV procesos cerebrales 

como: la perfusión sanguínea, la neurogénesis, el desecho de toxinas, la respuesta neuroinflamatoria, 

el mantenimiento de la barrera hematoencefálica (BBB, por sus siglas en inglés blood-brain barrier) 

y la actividad neuronal son finamente controlados para la correcta función del sistema nervioso central 

(Stanimirovic, 2012). La importancia de esta alta regulación puede apreciarse mejor en las 
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alteraciones en la unidad neurovascular que desencadenan las principales enfermedades 

neurodegenerativas (Zlokovic, 2011).  

Durante el infarto cerebral y posterior a éste, también existen alteraciones en la unidad neurovascular; 

como el rompimiento de la barrera hematoencefálica, neuroinflamación, inducción de la neurogénesis 

y cambios en la perfusión sanguínea cerebral. De aquí la importancia de que en estudios que buscan 

comprender algún mecanismo de recuperación endógena cerebral post-infarto se tome en cuenta en 

el estudio a más de un tipo celular constituyente de la UNV.  

En las funciones normales de la UNV como en la vasculogénesis durante el desarrollo cerebral, que 

se lleva a cabo en el plexo vascular neural que rodea al tubo neural. La sobreexpresión y secreción de 

VEGF y Wnt (7a,7b) por el neuroepitelio activan a VEGFR2 y a los complejos de receptores (Frizzled 

(Fzd/Lrp5/6)) en las células endoteliales. Esto induce la ramificación vascular hacia el neuroepitelio 

y por tanto la correcta vasculogénesis. En la angiogénesis estos ligandos pueden ser liberados tanto 

por células de origen neural como vascular (Quaegebeur et al., 2011).  

Otra papel de la UNV donde participan crucialmente las células endoteliales y los astrocitos es en la 

barrera hematoencefálica (BBB). La BBB evita que los componentes moleculares y celulares de la 

sangre tengan contacto directo con las células neurales del sistema nervioso central (SNC). La BBB 

se forma durante el desarrollo cuando el neuroepitelio activa la vía de señalización Wnt/β–catenina. 

Ésta señalización induce en las células endoteliales la expresión de los genes involucrados en la 

formación de la BBB, como las proteínas para las uniones intercelulares estrechas y adherentes 

(claudinas 1/3, 5, ocludinas y VE-cadherinas) que restringen la permeabilidad paracelular (Abbott et 

al., 2006).  

 La BBB cumple la función del transporte de nutrientes, iones y de desechos celulares de la sangre al  

parénquima cerebral y viceversa. De esta forma la BBB protege al SNC del potencial daño que 

causarían las toxinas, patógenos y las fluctuaciones de los componentes sanguíneos. Sólo pueden 

atravesar la BBB pequeñas moléculas lipofílicas, oxígeno y dióxido de carbono (Quaegebeur et al., 

2011; Stanimirovic and Friedman, 2012). Las células endoteliales son las primeras en regular la 

entrada y salida de moléculas en el parénquima cerebral y lo hacen mediante diversos transportadores 

de membrana dependientes de ATP. Como bombas de sodio-potasio (Na++K+-ATPasa), 

transportadores dependientes de sodio de aminoácidos excitadores (EAAT (1, 2 y 3)) y mediante los 

casettes de transportadores con unión a ATP (transportadores ABC). Gracias a estos transportadores 

el endotelio realiza una función de limpieza de desechos metabólicos y de neurotransmisores 

producidos por las células neurales: Como el glutamato, especies reactivas de oxígeno e incluso 
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péptidos  β-amiloide cuya acumulación desencadena neurodegeneración. Finalmente el transporte de 

proteínas y péptidos es mediado por receptores asociados a caveolina 1 (CAV1) y por transcitosis 

celular endotelial (Stanimirovic and Friedman, 2012; Zlokovic, 2011). 

Los astrocitos son parte fundamental en la formación de la BBB al generar contacto sobre toda la 

superficie vascular que origina una estrecha comunicación celular con pericitos y células endoteliales. 

Estos puntos de contacto en el endotelio por los pies de astrocitos, es la clave de la alta regulación del 

paso de moléculas sanguíneas que pueden o no atravesar hacia el parénquima cerebral. Estos puntos 

de contacto se caracterizan por ser arreglos ortogonales intramembranosos enriquecidos en 

aquaporinas, canales iónicos, conexinas, transportadores glutamatérgicos y receptores purinérgicos 

(Quaegebeur et al., 2011; Stanimirovic and Friedman, 2012). 

Otra función de la UNV es la regulación de la respuesta neuroinmune. Cuando existe daño o la 

infiltración de un patógeno al sistema nervioso central, la producción de citocinas, quimiocinas y 

eicosanoides por las células gliales y vasculares (células endoteliales y pericitos) inicia la respuesta 

acelular inmunitaria. Luego se desencadena la respuesta celular con la activación de la microglía y el 

reclutamiento de leucocitos. El endotelio hace posible el reclutamiento de los leucocitos al 

parénquima cerebral mediante moléculas de adhesión celular en las membranas luminales que 

facilitan la extravasación de los leucocitos al parénquima cerebral (Greenwood et al., 2011; 

Stanimirovic and Satoh, 2000).  

Un aspecto que resalta la estrecha interrelación del SNC con el vascular es la existencia de muchas 

moléculas con actividad tanto neural como vascular. Por ejemplo; varias familias de proteínas que 

guían el crecimiento axonal  como las proteínas de hendidura, efrinas, semaforinas y netrinas también 

regulan la ramificación vascular con el mismo mecanismo como si se tratara de axones. Las células 

endoteliales poseen receptores para neuropilin-1 (Nrp1) que es a la vez un receptor para semaforinas 

y un correceptor para VEGF (Zlokovic, 2011). El VEGF es muy conocido por su papel en la 

angiogénesis e interesantemente es producido por todos los tipos celulares que conforman la unidad 

neurovascular. Este factor de crecimiento cumple funciones en el sistema nervioso central como: la 

regulación del crecimiento axonal, la migración neuronal, la neurogénesis y la dendritogénesis 

(Quaegebeur et al., 2011; Zlokovic, 2011).  

Se ha reportado que las arterias atraen su inervación con neuronas simpáticas mediante la secreción 

de VEGF, NT-3 y endothelin-3 (Quaegebeur et al., 2011).  

La regulación de la neurogénesis es mediada por procesos de vascularización. El nicho neurogénico 

que favorece las condiciones de pluripotencia de las células progenitoras basales (durante el 
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desarrollo) se caracteriza por ser una zona avascular. Cuando se activa la neurogénesis las células 

progenitoras migran hacia una zona vascularizada para que ésta, mediante la secreción de factores 

tróficos induzca la diferenciación de las células progenitoras neurales. La neurogénesis en la zona 

subgranular (SGZ) también está acoplada directamente con la angiogénesis del nicho neurogénico. 

La neurogénesis en la SGZ es regulada por el VEGF secretado por las células vasculares cercanas al 

nicho neurogénico (Quaegebeur et al., 2011).  

La hipoxia después del infarto cerebral activa la neurogénesis. Se sabe que los neuroblastos son 

atraídos a la vasculatura creciente de la zona de penumbra y que este proceso inicia con la secreción 

de SDF1α  y Ang1 por la microvasculatura. La angiogénesis que se activa en la zona de penumbra 

incrementa la microvasculatura  y esta sirve como un sustrato-guía de los neuroblastos a la zona del 

infarto (Quaegebeur et al., 2011). La vasculatura participa de forma crucial en la remodelación 

estructural neural en el cerebro y por otra parte la actividad neural también modifica de forma directa 

la densidad y ramificación vascular en la corteza cerebral (Lacoste et al., 2014). 

Participación del factor inducido por hipoxia (HIF-1) en la isquemia cerebral 

HIF-1 es un factor de transcripción heterodimérico con una subunidad sensible a oxígeno (subunidad 

α) y una subunidad β (también conocida como the aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 

(ARNT)). Las dos subunidades son miembros de la familia de factores de transcripción (HLH-PAS) 

porque poseen el dominio básico de hélice-asa-hélice  PER/ARNT/SIM (Giaccia et al., 2003). La 

estabilidad del heterodímero HIF-1 y su correcta activación para la actividad transcripcional sólo se 

logra en condiciones de hipoxia. Cuando HIF-1 se transloca al núcleo, une a los genes que poseen el 

elemento de respuesta a hipoxia (HRE) de secuencia ACGTG. Esto le permite regular la expresión 

de más de 100 genes involucrados en la angiogénesis, metabolismo energético, homeostasis del hierro 

y del pH, en la proliferación y la sobrevivencia celular, eritropoyesis, metabolismo de nucleótidos, 

transporte de metales y en el control vasomotor (Semenza, 2007; Tekin et al., 2010; Weidemann and 

Johnson, 2008). HIF-1 se expresa en casi todos los tejidos. La subunidad α y β se expresan 

constitutivamente en la célula; sin embargo, en normoxia, la subunidad α se degrada constantemente 

por el proteosoma y sólo en condiciones de hipoxia logra su estabilización en la célula para unirse a 

la subunidad β y translocarse al núcleo como el heterodímero HIF-1 (Giaccia et al., 2003; Semenza, 

2007; Tekin et al., 2010; Weidemann and Johnson, 2008). 

La subunidad HIF-1α posee dos dominios que regulan su estabilidad y función en base a la cantidad 

de oxígeno en la célula; el dominio para la degradación dependiente de oxígeno (ODD, oxygen-

dependent degradation) localizado entre los residuos 531-575 y el dominio de transactivación en su 

carboxilo terminal (C-TAD). En normoxia HIF-1α es hidroxilizado en la prolina 564 del dominio 
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ODD y en la prolina 402, por la familia de prolil-hidroxilasas dependientes de oxígeno (PHDs 1,2,3) 

para cuya reacción se necesita también 2-oxo-glutarato e hierro (Weidemann and Johnson, 2008). La 

hidroxilación en la prolina 564 es indispensable y suficiente para la detección y unión de la proteína 

von Hippel-Lindau (VHL) con HIF-1α, pero es necesaria la acetilación de la lisina 532 del dominio 

ODD para facilitar dicha interacción. La unión de VHL permite el reclutamiento del complejo 

ubiquitina ligasa E3 que marca a HIF-1α para su degradación en proteosoma 26S (Tekin et al., 2010). 

Otro mecanismo para la regulación de la actividad de HIF-1 es la inhibición de su actividad 

transcripcional por la hidroxilación de la asparagina 803 del dominio C-TAD de HIF-1α por el factor 

inhibidor de HIF-1 (FIH-1). Esta hidroxilación impide la unión del dominio C-TAD con el 

coactivador transcripcional p300/CBP en condiciones de normoxia. Para la unión de HIF-1 con p300 

es necesario la reducción de las cisteínas del dominio C-TAD por la tioredoxina y el factor redox 1 

(Giaccia et al., 2003; Semenza, 2007; Tekin et al., 2010; Weidemann and Johnson, 2008). 

La hipoxia permite la estabilización de la subunidad HIF-1α y la activación del complejo HIF-1. Sin 

embargo, no es el único mecanismo para la activación de HIF-1. Otros factores no hipóxicos como 

interleucina 1, prostaglandinas E2, trombina, angiotensina II, serotonina, factores de crecimiento 

(como el factor derivado de plaquetas), acetilcolina, lipopolisacáridos, donadores de óxido nítrico, el 

incremento de estrés oxidativo y la privación de glucosa activan a HIF-1 (Giaccia et al., 2003; Tekin 

et al., 2010; Ziello et al., 2007). Es interesante notar que algunos de los factores mencionados tienen 

su sobrerregulación en procesos inflamatorios o cuando sucede una alteración de la unidad 

neurovascular, como la hiperpermeabilidad de la barrera hematoencefálica (Basu et al., 2004; Boje et 

al., 2003; Lochhead et al., 2010; Shaftel et al., 2008). 

Un mecanismo de protección vinculado con HIF-1 es la activación de dos principales vías de 

señalización río abajo de HIF-1; PI3K/Akt y de las MAPK (mitogen-activated protein kinase) que 

promueven supervivencia y proliferación celular. La activación de la vía PI3K/Akt se debe 

principalmente por la acción de VEGF cuya expresión es inducida por HIF-1. VEGF genera un asa 

de retroalimentación positiva al inducir la estabilización y expresión de HIF-1 (Deudero et al., 2008). 

La inducción de VEGF ha sido reportada como neuroprotectora y su inhibición es la causa de la 

pérdida de neuroprotección asociada con HIF-1, pues el bloqueo de la vía PI3K/Akt activada por 

VEGF mediante inhibición de mTOR o por la sobreactivación de la fosfatasa PTEN; eliminan la 

protección mediada por HIF-1 (Giaccia et al., 2003; Semenza, 2000a; Ziello et al., 2007).  

Debido a que HIF-1 se estabiliza por la hipoxia, así como por la privación de glucosa. Éste es un buen 

marcador de isquemia. Además la actividad transcripcional de HIF-1 permite la expresión de más de 
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100 genes blancos. Genes que son relevantes en los mecanismos celulares desencadenados después 

de un infarto cerebral que llevan a la recuperación neural. 

Exosomas como mecanismo de comunicación celular  

Las vesículas extracelulares han tomado gran importancia actualmente gracias a la determinación de 

su papel fundamental en la comunicación intercelular. Desde la década de los 60´s se reportó en 

numerosos estudios la presencia de microvesículas en diferentes tipos de fluidos corporales, tejidos y 

especialmente en tumores. Hasta entonces se atribuía un origen único para todas éstas microvesículas, 

que derivaban de la membrana plasmática (Anderson, 1969; Crawford, 1971; Dvorak et al., 1981; 

Stegmayr and Ronquist, 1982). Sin embargo, en la década de los 80´s se describió en reticulocitos la 

secreción de un tipo de vesícula extracelular que se forma a partir de los endosomas multivesiculares. 

A estas microvesículas se les llamó exosomas (Harding et al., 1983; Johnstone et al., 1987; Pan and 

Johnstone, 1983).  

Los exosomas son microvesículas extracelulares que miden entre (30-100) nm de diámetro. 

Contienen una gran diversidad de proteínas, lípidos, mRNAs, miRNAs e incluso fragmentos de DNA. 

Se diferencian de las microvesículas propiamente llamadas, por el origen y el tamaño; los exosomas 

tienen un origen endosomal mientras que las microvesículas son derivadas por gemación de la 

membrana plasmática y miden entre (150-1,000) nm  (Lai and Breakefield, 2012; Mathivanan et al., 

2010; Raposo and Stoorvogel, 2013). En la última década se realizó un consorcio para resolver la 

definición de las microvesículas, principalmente de exosomas, debido a que había comúnmente un 

mal uso del nombre exosoma para vesículas derivadas de membrana plasmática. Existía una gran 

diversidad de métodos, pero también de errores para aislar y purificar exosomas. Fue a raíz del 

consorcio que se dio una definición de cada tipo de microvesícula basada en el origen y se crearon 

asociaciones internacionales para la investigación y para la creación de bases de datos mundiales 

respecto a los exosomas. Como la International Society for Extracellular Vesicles y la base de datos 

mundial sobre exosomas Exocarta (Colombo et al., 2014; Mathivanan et al., 2010). 

La composición bioquímica de los exosomas es todavía investigada, sin embargo, se sabe que las 

biomoléculas que portan los exosomas varía según el tipo celular que la secreta; así como del estado 

celular, es decir un mismo tipo celular libera cierto contenido en los exosomas en condiciones 

fisiológicas y otro diferente en condiciones patológicas (incluso ante algún cambio en el 

microambiente celular). La composición de las membranas de exosomas es enriquecida en colesterol, 

ceramidas, esfingomielina y ácidos grasos saturados (Colombo et al., 2014).  



 

20 
 

Gracias a la creación de la base de datos sobre exosomas, Exocarta, se pudo determinar que existen 

proteínas y lípidos generales en exosomas. Algunos de los cuales son estructurales o participan en la 

biogénesis de exosomas. La presencia de éstas proteínas comunes en exosomas como las 

tetraspaninas (CD63, CD9, CD81) y Alix, sirve como un marcador para exosomas junto con el tamaño 

específico de exosomas (30-100) nm  (Lai and Breakefield, 2012; Mathivanan et al., 2010). 

Los estudios con las bases de datos de exosomas revelan que el cargo del mRNA en exosomas no 

sucede de forma azarosa. Existen secuencias de mRNA preferidas para la secreción mediada por 

exosomas. De forma similar ocurre con los miRNAs, algunas de éstas secuencias se han descrito 

como exclusivas de exosomas (Batagov et al., 2011; Colombo et al., 2014; Montecalvo et al., 2012). 

La biogénesis de exosomas está aún en estudio, se desconoce a detalle el mecanismo molecular 

implicado. Sin embargo, los últimos estudios revelan que primero ocurre la formación del endosoma 

por la invaginación de la membrana plasmática al citosol y que puede ser facilitado por 

microdominios cubiertos de clatrina en la membrana plasmática, formándose el endosoma temprano. 

Luego, durante la maduración del endosoma, ocurre la fusión de vesículas secretadas por el aparato 

de Golgi con el endosoma y el inicio de la formación de microvesículas que geman a partir de la 

membrana limitante del endosoma hacia el lumen llevando al endosoma temprano a convertirse en 

un endosoma tardío o cuerpo multivesicular (MVB, por sus siglas en inglés) (Cullen, 2008; Denzer 

et al., 2000; Johnstone et al., 1987; Le Roy and Wrana, 2005; Stoorvogel et al., 1991). Los MVBs  

pueden ir hacia lisosoma para su degradación o fusionarse con la membrana celular liberando las 

vesículas intraluminales al exterior (Jaiswal et al., 2002; Luzio et al., 2007; Pryor and Luzio, 2009; 

Raposo et al., 1997). Al formarse las vesículas intraluminales secuestran proteínas y lípidos de la 

membrana endosomal, pero también proteínas citoplásmicas.   

A nivel molecular se han descrito recientemente cuatro mecanismos implicados en la formación de 

las vesículas intraluminales en el endosoma que origina los exosomas. Uno depende del endosomal 

sorting complex required for transport (ESCRT), compuesto aproximadamente de 30 proteínas que 

se ensamblan en 4 complejos (ESCRT-0,-I-II y III),  los cuales se asocian con las proteínas VPS4 y 

Alix  (Colombo et al., 2013; Hanson and Cashikar, 2012; Tamai et al., 2010).  

El complejo ESCRT-0 es el encargado de reconocer y secuestrar las proteínas transmembranales 

ubiquitinadas de la membrana endosomal (Colombo et al., 2013). Después los complejos ESCRT -I 

y -II inician la invaginación de la membrana endosomal para originar cada vesícula intraluminal y 

finalmente el complejo ESCRT III dirige la escisión de la vesícula intraluminal de la membrana 

endosomal (Hanson and Cashikar, 2012; Wollert et al., 2009). El complejo ESCRT-0 selecciona las 
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proteínas que estarán contenidas en los exosomas mediantes proteínas como HRS (hepatocyte growth 

factor- regulated tyrosine kinase substrate) y STAM (signal transducing adaptor molecule). Las 

proteínas monoubiquitinadas son reclutadas mediante la proteína HRS, las demás pueden ser 

seleccionadas por STAM (Colombo et al., 2014; Hasdemir et al., 2007; Mizuno et al., 2003).  

El reclutamiento de la proteína TSG101 del complejo ESCRT-I por la proteína HRS, induce el 

reclutamiento del complejo ESCRT-III con la participación de componentes del complejo ESCRT-II 

o a través de Alix. Al final de la actividad de los complejos ESCRT, la AAA-ATPasa (VPS4) permite 

la disociación y reciclamiento de ésta maquinaria, ver figura 1 (Azmi et al., 2006; Colombo et al., 

2013; Colombo et al., 2014; Kowal et al., 2014). 

  
Figura 1.  Biogénesis del endosoma y el cuerpo multivesicular (MVB). La invaginación del endosoma a 
partir de la membrana plasmática recluta proteínas y dominios lipídicos, algunos de los cuales se integraran en 
la membrana del exosoma. La fusión de vesículas provenientes del aparato de Golgi con el endosoma temprano 
agrega otro grupo de proteínas que pueden formar parte de los exosomas. El complejo ESCRT-0 y las 
tetraspaninas son quienes clasifican las proteínas que formarán parte del exosoma. El mecanismo de cargo en 
los exosomas de ácidos nucleicos aún está bajo estudio. Los complejos ESCRT-I, II, son reclutados por el 
complejo cero para mediar la invaginación de la membrana endosomal y originar las vesículas intraluminales. 
La familia de proteínas RABs clasifican que endosomas multivesiculares liberaran su contenido por fusionarse 
con la membrana celular y cuáles serán degradados al fusionarse con lisosomas. Al final los exosomas pueden 
llevar proteínas de la membrana plasmática, citosólicas o de secreción sintetizados en el aparato de Golgi. 
Figura modificada de (Waldenstrom and Ronquist, 2014). 

No se conoce a detalle el mecanismo de inclusión de las proteínas citosólicas en las vesículas 

intraluminales (exosomas), pero se ha observado que la chaperona HSC70 se une a las proteínas 

citosólicas que contienen el motivo de aminoácidos “KFERQ” (Dice, 1990; Sahu et al., 2011)  y luego 

a su vez las une a la cara externa de la membrana endosomal mediante su interacción con la fosfatidil 
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serina contenida en la membrana endosomal. Tras la invaginación de la microvesícula intraluminal 

las proteínas citosólicas unidas a la membrana de las vesículas intraluminales quedan dentro del 

lumen exosomal. Este proceso es dependiente de TSG101 y VPS4, pero se desconoce a detalle el 

mecanismo (Colombo et al., 2014; Sahu et al., 2011; Yeung et al., 2008) . Otra proteína crucial en la 

clasificación de las proteínas que serán cargadas en las microvesículas intraluminales es Alix. Fue 

caracterizada en la biogénesis de exosomas de reticulocitos,  Alix se une a sus proteínas blanco para 

cargarlas en los exosomas mediante su unión a los dominios syndecan de proteínas transmembranales 

a través de su interacción con syntenin (Baietti et al., 2012). 

Los otros mecanismos involucrados en la biogénesis de las vesículas intraluminales son 

independientes de ESCRT y fueron descubiertos tras inactivar proteínas claves de la maquinaria 

ESCRT y encontrar que no abolía totalmente la formación de cuerpos multivesiculares. La 

clasificación de proteínas que se cargan en las vesículas intraluminales en uno de estos mecanismos 

independientes de ESCRT; es dependiente de la tetraspanina CD63. Proteína que facilita la formación 

de las microvesículas intraluminales y enriquecida principalmente en exosomas menores de 40nm 

(Colombo et al., 2013; Edgar et al., 2014; van Niel et al., 2011). Otro mecanismo, independiente de 

ESCRT, es promovido por dos enzimas metabólicas de lípidos, la esfingomielinasa neutral (nSMase) 

que cataliza la hidrólisis de esfingomielina en ceramida, y la fosfolipasa D2, para la hidrólisis de 

fosfatidil colina en ácido fosfatídico. Éstos productos lipídicos al acumularse generan la invaginación 

de la membrana endosomal y por tanto la formación de las microvesículas intraluminales  (Trajkovic 

et al., 2008). En el cuarto mecanismo para la biogénesis de vesículas intraluminales participa parte 

de la maquinaria ESCRT, pero es necesaria la función de CD63 y la producción de ceramida y ácido 

fosfatídico para la invaginación de la membrana endosomal, ver figura 2 (Carayon et al., 2011). 

Debido a la diversidad de mecanismos para la formación de las microvesículas intraluminales (futuros 

exosomas), la selección del contenido exosomal es muy compleja de estudiar y de predecir. Existe 

una diversidad de exosomas y faltan más estudios que comprueben certeramente si en la formación 

de las vesículas intraluminales pueden participar al mismo tiempo varios mecanismos de biogénesis 

o si predomina un solo mecanismo en ciertas condiciones celulares o en dependencia del tipo celular 

(Colombo et al., 2014; Kowal et al., 2014). 



 

23 
 

 

 

En la secreción de exosomas participan las GTPasas de la familia RAB. Algunas como RAB5, RAB7, 

RAB11, RAB27 y RAB35 están involucradas en la clasificación de los endosomas que se reciclarán 

vía lisosoma o se secretarán por su fusión con la membrana plasmática (Hsu et al., 2010; Savina et 

al., 2002; Stenmark, 2009; Wang et al., 2000b). RAB27A/B es la principal GTPasa involucrada en el 

transporte de endosomas tardíos (cuerpos multivesiculares) hacia la membrana plasmática. Los 

exosomas secretados por acción de estas proteínas RAB poseen enriquecimiento en CD63 y TSG101 

(Ostrowski et al., 2010; Zheng et al., 2013). Sin embargo, en la secreción de exosomas no siempre 

participan todas estas GTPasas, ya que algunos endosomas que no llegan a la etapa de endosomas 

tardíos (cuerpos multivesiculares, que reciben vesículas del aparato de Golgi mediante fusión) pueden 

fusionarse rápidamente con la membrana plasmática. En este proceso participan las RABs (5 y 7); los 

exosomas secretados por este mecanismo son enriquecidos de la proteína Alix y en proteínas con 

dominio syndecan (Baietti et al., 2012; Colombo et al., 2014; Rink et al., 2005). 

Las proteínas SNAREs (SNAP receptors), al formar complejos con las proteínas SNAPs permiten la 

fusión de las membranas entre dos organelos o, en este caso, del endosoma con la membrana 

plasmática. Este proceso puede ser dependiente de Ca2+ dependiendo de la SNAP involucrada 

(Colombo et al., 2014; Puri and Roche, 2008). En la secreción de microvesículas derivadas de la 

membrana plasmática se han caracterizado las SNAPs/SNAREs participantes; sin embargo, aún no 

se conocen a detalle las que intervienen en la fusión de los endosomas multivesiculares con la 

membrana plasmática. Sólo VAMP7 ha sido reportada que promueve exocitosis de los endosomas 

multivesiculares (Fader et al., 2009; Kowal et al., 2014).  

Se cree que diferentes complejos SNAREs participan en la fusión de los endosomas multivesiculares 

con la membrana plasmática y que varía según el tipo celular. En C. elegans la mutación de la 

subunidad Vo de la V-ATPasa genera la acumulación de endosomas multivesiculares en la membrana 

Figura 2.  Mecanismos biogénicos de exosomas. Para 
la biogénesis de las vesículas intraluminales en el 
endosoma (futuros exosomas)  varios mecanismos se 
han descrito: uno que es dependiente de ESCRT. Un 
segundo mediado por tetraspaninas, otro cuya 
invaginación de las vesículas intraluminales requiere 
dominios membranales endosomales enriquecidos por 
ceramida y/o ác. fosfatídico, y un último mecanismo 
donde participa la combinación de los  anteriores. 
Imagen tomada de (Colombo et al., 2014). 
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plasmática. La correcta función de la V-ATPasa es necesaria para la fusión de estos endosomas con 

la membrana plasmática (Liegeois et al., 2006). En mamíferos existen varias isoformas de esta V-

ATPasa, pero no se ha corroborado dicha función (Colombo et al., 2014).  

El destino extracelular de los exosomas está bajo estudio; los exosomas al igual que las 

microvesículas derivadas de membrana plasmática poseen receptores y otras proteínas 

transmembranales en su membrana limitante que pueden participar en la clasificación de su blanco 

(Colombo et al., 2014; S et al., 2013). Por ejemplo, se ha visto una cierta afinidad a un blanco por el 

enriquecimiento de receptores en su membrana y esta unión receptor-ligando entre el exosoma y la 

célula diana permite su función fisiológica (Morelli et al., 2004; Segura et al., 2005). Otro posible 

mecanismo es mediar la internalización del exosoma en la célula (Colombo et al., 2014; S et al., 

2013). Un estudio demostró la internalización de luciferina en células dendríticas después de ser 

incubadas con exosomas portadores de luciferina (Montecalvo et al., 2012). 

 La portabilidad de balsas lipídicas en la membrana de exosomas puede permitir un mecanismo de 

transferencia de proteínas transmembranales. Mediante la fusión de la membrana del exosoma con su 

célula diana o por el reciclamiento de la membrana exosomal para constituir la membrana plasmática 

de la célula blanco (transferencia de receptores y balsas lipídicas) (Calzolari et al., 2006; Tan et al., 

2013; Valapala and Vishwanatha, 2011). La fagocitosis es un mecanismo para la internalización de 

microvesículas derivadas de membranan en la célula blanco. En el caso de exosomas, esto puede ser 

también posible (Feng et al., 2010; Tian et al., 2013). 

En conjunto los estudios del contenido de microvesículas (derivadas de membrana plasmática) y el 

de exosomas en diversos tipos celulares reveló que la secreción de microvesículas no sólo es 

importante en la fisiología celular sino también en el desarrollo patológico (Bellingham et al., 2012; 

Hannafon and Ding, 2013; S et al., 2013). Por ejemplo, los exosomas de células tumorales portan 

oncoproteínas y oncomiRNAs que favorece la invasividad y la metástasis de las células tumorales 

(Peinado et al., 2012; Valencia et al., 2014; Zhang and Wang, 2015). También exosomas de células 

neurales pueden portan proteínas que favorecen muchas de las enfermedades neurodegenerativas 

como: α-sinuclein, amyloid- β peptides e incluso priones (Emmanouilidou et al., 2010; Fevrier et al., 

2004).  

 La secreción de exosomas y microvesículas son cruciales para el mantenimiento de la 

multipotencialidad de células troncales, así como en el mecanismo de diferenciación de células 

troncales a sus respectivos linajes. Las vesículas extracelulares, entre ellas los exosomas, son 

portadores de factores de transcripción inductores de pluripotencia y de RNAs no codificantes 
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participantes en la remodelación de la cromatina, fundamental en la reprogramación celular (Camussi 

et al., 2011; Camussi et al., 2013; Quesenberry et al., 2015; Tomasoni et al., 2013).  

En el cerebro, la secreción de estas vesículas extracelulares modula la plasticidad sináptica neuronal 

y la estrecha comunicación entre las células constituyentes de la unidad neurovascular (Fruhbeis et 

al., 2012; Lai and Breakefield, 2012). 

En la inmunología los exosomas juegan un papel crucial en la presentación de antígenos, ya que el 

MHC-II está enriquecido en la envoltura de exosomas.  Se promueve la activación de células del 

sistema inmune al interaccionar con estos exosomas (Andre et al., 2004; Kim et al., 2007; Raposo et 

al., 1996; Thery et al., 2002).Los exosomas y microvesículas, al ser moduladores de la inflamación, 

también han comenzado a ser estudiados en inmunoterapias con abordaje anti-cancerígeno. 

 Se comienza también a estudiar su papel en la medicina regenerativa con resultados interesantes, al 

punto que la secreción de exosomas y microvesículas puede constituir una respuesta de por qué los 

transplantes de células troncales en modelos de enfermedades permiten cierta recuperación. El posible 

mecanismo no es por la integración de las células troncales al tejido dañado, sino por el soporte trófico 

que éstas emiten mediante microvesículas (Camussi et al., 2013; Ratajczak et al., 2012; S et al., 2013; 

Thery et al., 2002). El potencial terapéutico que poseen los exosomas y microvesículas derivadas de 

membrana ha ido creciendo conforme se conoce más de su biología. 
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ANTECEDENTES 

Como se discutió antes, el infarto cerebral isquémico como se vio es una patología causada por la 

interrupción del flujo sanguíneo al tejido cerebral. La isquemia desencadena alteraciones en las 

funciones de la UNV post-infarto, principalmente de la barrera hematoencefálica y de la homeostasis 

de glutamato y estrés oxidativo (Liu and Chopp, 2015). Estas alteraciones incrementan el daño ya 

que activan mecanismos de neurodegeneración como la neuroinflamación, la excitotoxicidad por 

glutamato y la activación de los mecanismos de muerte celular. Si la afección por el infarto no es 

letal, después del evento isquémico el organismo activa mecanismos endógenos de recuperación. 

Algunos de estos mecanismos son: la neurogénesis, la supresión de la inflamación, la angiogénesis y 

la plasticidad neuronal. En estos mecanismos de recuperación participan todas las células que 

conforman la unidad neurovascular, justo porque las alteraciones patológicas del infarto generan 

alteraciones en la unidad neurovascular.  

La producción de factores neurotróficos puede ser la clave en la regulación de los mecanismos de 

recuperación. Estos factores pueden inducir la sobrevivencia celular, la plasticidad neuronal, la 

supresión de la neuroinflamación y la homeostasis en las funciones neurovasculares. Como vimos 

anteriormente son factores de crecimiento celular o neurotrofínas. Diversos estudios han visto que la 

administración post-infarto de alguno de estos factores tiene un efecto neuroprotector. Sin embargo, 

falta conocer la forma en que estos factores neurotróficos llegan a las zonas donde tienen su acción. 

Es importante dilucidar el papel que desempeñan los principales tipos celulares de la unidad 

neurovascular en los mecanismos endógenos de recuperación post-infarto. Los astrocitos y las células 

endoteliales de la microvasculatura cerebral son dos tipos celulares importantes en este fenómeno, 

porque expresan una gran diversidad de factores neurotróficos. 

La activación de vías de señalización celular, ante la baja en la concentración de oxígeno y glucosa 

en el cerebro por un infarto isquémico se da principalmente e inicialmente en la microvasculatura 

cerebral y en los astrocitos. La hipoxia induce en las células endoteliales, la estabilización de factores 

de transcripción como HIF-1 que promueven la expresión de una gran diversidad de genes con 

funciones relacionadas a los mecanismos de recuperación post-infarto. Como ejemplo HIF-1 induce 

la expresión del VEGF (Forsythe et al., 1996), el cual tiene actividad neuroprotectora (Kilic et al., 

2006; Sun et al., 2003). 

Los astrocitos son el principal tipo celular para la homeostasis del sistema nervioso, estos son los 

encargados de dar soporte estructural al parénquima cerebral. Forman la barrera hematoencefálica, 

regulan el metabolismo, la comunicación celular entre los diferentes tipos celulares de la unidad 
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neurovascular, son cruciales en la regulación de los neurotransmisores y en la defensa contra el estrés 

oxidativo (Liu and Chopp, 2015). Cuando hay daño en el sistema nervioso, como sucede en un infarto 

cerebral. Se desencadena la gliosis reactiva, en la cual los astrocitos cambian de forma y volumen 

celular, tienen alteraciones en sus funciones fisiológicas y producen una variedad de proteínas 

proinflamatorias (Orzylowska et al., 1999; Tuttolomondo et al., 2008). Sin embargo, la inhibición de 

la gliosis reactiva también es contraproducente y puede generar un incremento del daño (Liu et al., 

2014; Myer et al., 2006).  

El principal mecanismo que podría generar las respuestas endógenas de recuperación, puede ser la 

producción y secreción de factores neurotróficos por los principales tipos celulares constituyentes de 

la unidad neurovascular como los astrocitos y células endoteliales de la microvasculatura cerebral. 

La forma en que estos factores son secretados y la manera en que estos llegan a la zona de daño o a 

su blanco, aún es desconocida.  

Los exosomas tienen un papel fundamental en la comunicación celular y pueden portar una gran 

variedad de proteínas y otras moléculas con actividad fisiológica. Estas microvesiculas derivadas del 

endosoma, puede ser el medio por el que los factores neurotróficos producidos por astrocitos y células 

endoteliales llegan a su blanco y desencadenan mecanismos de neuroprotección. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

El infarto cerebral es un padecimiento que afecta a millones de personas y es una de las principales 

causas de muerte en el mundo, en nuestro país es la tercera. También es de las principales causas de 

incapacidad permanente. No existe aún un tratamiento clínico que evite el daño severo que el infarto 

cerebral provoca al sistema nervioso central o ayude de forma óptima a la recuperación ante el daño. 

Sin embargo, algunos factores neurotróficos promueven la recuperación ante el daño isquémico, pero 

se desconocen a detalle los mecanismos celulares y moleculares para su secreción celular, así como 

el papel ejercido por cada tipo celular del parénquima cerebral en la neuroprotección después de un 

infarto cerebral. Es importante conocerlos para explorar alternativas terapéuticas. 
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HIPÓTESIS 

 

La hipoxia induce en astrocitos y en células endoteliales de la microvasculatura cerebral, la secreción 

de exosomas que contienen señales biológicas que regulan procesos de  neuroprotección.  

 

 

OBJETIVO GENERAL 
 

Aislar los exosomas secretados por astrocitos y células endoteliales de la microvasculatura cerebral, 

cuando son sometidos a hipoxia y cuando están en normoxia. Para evaluar el potencial neuroprotector 

de los exosomas en un modelo de  infarto cerebral.  

  

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Generar cultivos primarios de células endoteliales y de astrocitos de cerebro de rata. 

 Establecer un modelo de hipoxia in vitro. 

 Establecer un protocolo de extracción y purificación de exosomas. 

 Aislar exosomas de los dos tipos celulares y caracterizarlos. 

 Evaluar si los exosomas de astrocitos y células endoteliales aplicados vía 

intracerebroventricular reducen el tamaño del infarto cerebral en ratas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo primario de células endoteliales de la microvasculatura cerebral de rata 

En el cultivo de células endoteliales de la microvasculatura cerebral se utilizaron 5 ratas Wistar macho 

adultas, que fueron obtenidas del bioterio del Instituto de Fisiología Celular, UNAM. Las ratas fueron 

anestesiadas con  1.5 ml de pentobarbital, posteriormente a cada rata se le realizó perfusión cardiaca 

con 250 ml de HBSS (Hank´s Balanced Salt Solution) frío mediante una bomba de perfusión para 

eliminar los eritrocitos. Después se siguió el protocolo que se estandarizó en este trabajo (ver en 

resultados). Para el cultivo se utilizó el sustrato de adherencia celular Attachment Factor (Gibco®) y 

el medio M-131 (Gibco®)) suplementado con Microvascular growth supplemment 20X (MVGS, 

Gibco®)). Ver protocolo completo en la sección de anexos. 

Cultivo primario de astrocitos de corteza de rata 

Para este cultivo, 3 ratas macho neonatas de 1-2 días de edad fueron sacrificadas por decapitación, 

inmediatamente después se extrajeron los cerebros con la ayuda de pinzas y tijeras de disección. Cada 

cerebro se fue colocando en una caja de Petri con buffer HBSS (Hank´s balanced salt solution) 

suplementado con 10% de FBS (Fetal Bovine Serum) y antibiótico-antimicótico, después usando las 

pinzas de disección se removieron las meninges, los bulbos olfatorios, el cerebelo y la materia blanca 

en cada cerebro, obteniendo sólo las cortezas. Las cortezas fueron puestas en una jeringa de 10 ml 

con 5 ml de tripsina 0.25%, se homogenizaron al pasarlas por la aguja de la jeringa de 10 ml. Después  

se incubaron incubar a 370 C. Se realizó una segunda disgregación mecánica con una pipeta Pasteur 

haciendo repetidas resuspensiones suaves del homogenado (la punta de la pipeta Pasteur fue pulida 

en los bordes con el mechero de Bunsen para evitar que estos rompieran las células). El homogenado 

se centrifugó a 1000 X g durante 3 min después sin eliminar el sobrenadante, se agregaron 5 ml de 

HBSS con 1.5 mg de DNAsa para romper la aglutinación de DNA y poder precipitar mejor el tejido 

disgregado, se hicieron inversiones suaves para homogenizar el pellet y se volvió a centrifugar a 1000 

X g por 3 min, después se eliminó el sobrenadante y se le agregaron 5 ml de inhibidor de tripsina, se 

resuspendió el pellet por inversiones del tubo de forma suave y se centrifugó a 1000 X g por 3 min 

luego se eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió con 5 ml de HBSS. Este homogenado se 

filtró usando una coladera, el filtrado se centrifugó a 1000 X g por 3 min y el pellet se resuspendió en 

3 ml de medio DMEM F12 (suplementado con 10% FBS y antibiótico-antimicótico). Se sembró 1 ml 

en cada caja T-75 recubierta previamente con PEI  (polietilenimina) y se puso a incubación a 370 C 

con 5% CO2. 
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Inmunocitofluorescencia 

Para la caracterización del cultivo de células endoteliales se realizó inmunocitofluorescencia contra 

PECAM (platelet/endothelial cell adhesion molecule 1) y VE-Cadherina. Se hizo un pasaje celular 

en una placa de 12 pozos con cubreobjetos redondos cubiertos con Attachment Factor. Cuando las 

células llegaron a confluencia, se fijó con  PFA 4% por 20 min a temperatura ambiente. Luego se 

realizó; 2 lavados con PBS frío y se bloqueó con PB (buffer de boratos) 0.1 M, 0.1% Tritón 100-X  y 

5% BSA (Albúmina de suero bovino) por    2h en agitación lenta a temperatura ambiente. Luego se 

puso anticuerpo primario 1:300 contra PECAM (GTX74899) y se incubó toda la noche a 4 °C sin 

agitación. Después se realizaron 3 lavados de 30 s con 0.5 ml de PB  (0.1 M, 0.1% Tritón 100-X) en 

cada lavado, se puso secundario anti-mouse Alexa Fluor 488 1:300 en PB 0.1 M, 0.1% Tritón 100-X  

y 5% BSA y se dejó incubando a temperatura ambiente por 1h. Después se hicieron 3 lavados con 

0.5 ml de PB (0.1 M, 0.1% Tritón 100-X) en cada lavado. Después se puso Hoescht 33342 (1mg/ml) 

1:300 y se incubó por 6 min a temperatura ambiente en agitación. Se retiró el Hoescht y se hicieron 

2 lavados con PB (0.1 M, 0.1% Tritón 100X), los portaobjetos se montaron con medio de montaje 

(Dako). El procedimiento anterior se realizó también para VE-Cadherina, la incubación del 

anticuerpo primario (anti-VE-Cadherina, SC-6458) fue de 6 días a 4°C sin agitación a 1:300 en PB 

0.1 M, 0.1% Tritón 100-X, el secundario se aplicó 1:300 anti-goat Alexa Red. 

La caracterización de astrocitos fue realizada de manera similar utilizando el anticuerpo primario 

contra GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) 1:300 (Abcam AB4674). Se incubó toda la noche a 4 

°C sin agitación. Después se realizaron 3 lavados de 30 s con 0.5 ml de PB  (0.1 M, 0.1% Tritón 100-

X) en cada lavado. Se puso secundario anti-chicken FITC 1:300  en PB 0.1 M, 0.1% Tritón 100-X  y 

5% BSA  y se dejó incubando a temperatura ambiente por 1 h. Después se hicieron 3 lavados con 0.5 

ml de PB (0.1 M, 0.1% Tritón 100-X) en cada lavado. Después se puso Hoescht 33342 (1mg/ml) 

1:300 y se incubó por 6 min a temperatura ambiente en agitación. Se retiró el Hoescht y se hicieron 

2 lavados con PB (0.1 M, 0.1% Tritón 100X), los portaobjetos se montaron con medio de montaje 

(Dako). 

Extracción de exosomas 

Para el aislamiento de exosomas, las células en cultivo fueron crecidas en medio con suero libre de 

exosomas. Para ello el FBS fue ultracentrifugado a 100,000 X g por 70 min y se aprovechó 

únicamente el sobrenadante de la centrifugación dejando los 5 ml más inmediatos al fondo del tubo 

de centrifugación. Este FBS recuperado fue usado para suplementar al 10% el medio DMEM F12. 

Se utilizó un frasco T-75 de  astrocitos de corteza de rata con 100% de confluencia y se dejó incubado 

durante 60 h. Después se siguió el protocolo que estandarizamos para la extracción de exosomas (ver 
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en anexos). La muestra de exosomas obtenida se almacenó a 4°C y se analizó por microscopía 

electrónica. Las muestras de exosomas que se estuvieron administrando a las ratas eran almacenadas 

a -20°C para su administración en días posteriores.  

 Microscopía electrónica 

Se usó muestra de exosomas reciente (extraída 1 día antes y almacenada a 4°C) debido a que no hay 

fijación en la tinción negativa. La muestra de exosomas fue obtenida en buffer Tris (pH 7.4); la 

muestra de exosomas se obtuvo a partir de una caja T-75 con 100% de confluencia celular en 100 µl 

de Tris pH 7.4 filtrado. En una superficie limpia de parafilm se colocó una gota de 50-100 µl de la 

muestra, dos gotas iguales de agua filtrada bidestilada y una cuarta gota de solución 2% de acetato de 

uranilo. Se usó una rejilla cubierta con carbono que se colocó sobre la gota de muestra de exosomas 

por 1 min, y posteriormente en el agua, después de este segundo lavado se retiró el exceso de agua 

colocando la rejilla de forma vertical sobre una hoja de papel filtro. Luego se puso la rejilla sobre la 

superficie de la gota de solución de acetato de uranilo por 1 min y al finalizar se volvió a colocar la 

rejilla en forma vertical sobre el papel filtro para retirar el exceso de solución de acetato de uranilo.  

Extracción de proteína 

Para realizar el western blot contra HIF-1α, se extrajo proteína celular total tanto de astrocitos como 

de células endoteliales. Se realizaron pasajes celulares de los dos cultivos celulares en cajas de Petri 

de 100 x 20 mm y se esperó a que tuvieran confluencia del 100% después se usaron dos grupos, el 

grupo control y el de hipoxia. En ambos casos se utilizaron 80µl de buffer de lisis RIPA (Radio-

immunoprecipitation assay buffer) Ver anexos, y con la ayuda de un “cell scraper” se tallaron las 

cajas de Petri para obtener la proteína. La muestra se colectó en tubos de microcentrífuga y se 

sonicaron. Después se centrifugó el lisado a 10,000 rpm durante 1 min a 4°C y el sobrenadante se 

recuperó y almacenó a -20°C hasta su cuantificación.  

Tratamiento de hipoxia 

Un grupo de cajas de Petri 100% confluentes  de células endoteliales y otras de astrocitos se 

sometieron a hipoxia usando una cámara de hipoxias (stemcell™ cat. # 27310). Las cajas de Petri 

fueron puestas dentro de la cámara con sello hermético, la cual elimina el oxígeno mediante la 

sustitución del aire interno por nitrógeno. El tratamiento de hipoxia fue de 6 h para ambos cultivos y 

se mantuvo la cámara de hipoxia dentro de la incubadora a 370C, al finalizar el tratamiento se extrajo 

inmediatamente la proteína. 



 

33 
 

Western blot 

Se realizó electroforesis con geles de 7.5%  de acrilamida. Se cargaron 50µg de proteína. La 

transferencia de proteína se dejó toda la noche a 4°C a 45 V constantes usando membranas de PVDF 

(Polyvinylidene difluoride). Se bloqueó con TBS-T (0.5% Tween-20) y 5% leche por 2 h en agitación 

a temperatura ambiente; se realizaron 3 lavados con TBS-T de 20 s cada uno, se puso el anticuerpo 

primario anti-HIF-1α 1:1000 en TBS-T (0.5% tween 20) con 5% de leche por 4 h a temperatura 

ambiente; se realizaron 6 lavados de 5 min cada uno en agitación con TBS-T. Se puso el anticuerpo 

secundario anti-rabbit conjugado con HRP- 1:10,000 en TBS-T (0.5% Tween-20) con 1% de leche y 

se incubó por 50 min a temperatura ambiente en agitación. Después se realizaron 6 lavados de 5 min 

cada uno. Se reveló con placas fotográficas y se usó un sustrato quimioluminiscente Luminata Forte 

Western HRP Substrate Merck Millipore™.   

Modelo de infarto cerebral  por la oclusión de la arteria cerebral media (MCAO) 

La oclusión de la arteria cerebral media mediante la introducción de un filamento es quizá el modelo 

experimental de infarto cerebral isquémico más frecuentemente usado. Posee la ventaja de poder 

reproducir la reperfusión y un mayor rango de tiempos de isquemia cerebral manipulando el tiempo 

de retiro del filamento (Engel et al., 2011). La arteria cerebral media es la arteria más frecuentemente 

ocluida en el infarto cerebral de humanos (NINDS, 2015). Este método se basa en una cirugía a nivel 

del cuello en la rata para localizar la arteria carótida común y a partir de su ramificación encontrar la 

arteria carótida interna. Se hace una incisión en la carótida común para introducir un filamento (cuyo 

calibre obstruirá al sitio de origen de la arteria cerebral media) que es dirigida dentro de la arteria 

carótida interna hasta llegar al origen de la arteria cerebral media. En este estudio se ocluyó la arteria 

cerebral media por un tiempo de 90 min después de los cuales se retiró el filamento, 30 min después 

se administraron los exosomas mediante una inyección estereotáxica a una tasa de 1µl/min vía 

intraventricular. En total se administraron 4µl de la muestra. A las 24 h de iniciada la reperfusión se 

sacrificaron a las ratas y se extrajeron los cerebros para su evaluación.  

Tinción con cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) para análisis del infarto cerebral 

Para evaluar el efecto de la administración de exosomas derivados de astrocitos en el infarto cerebral 

se realizó la tinción de los cerebros con TTC. Esta tinción se basa en la coloración rojiza del tejido 

cerebral viable delimitando la zona del infarto, porque ésta a diferencia permanece en su color 

original. La reducción del TTC producida por las enzimas deshidrogenasas de la cadena respiratoria 

mitocondrial permite que se trasforme en formazán, que posee una coloración roja intensa. La zona 

del infarto donde las células están muertas no ocurre dicha reacción y no se produce el formazan. Está 
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técnica posee la ventaja con respecto a la tinción con hematoxilina- eosina, de ser más barata y más 

rápida de procesar (Joshi et al., 2004).  

Una vez obtenidos los cerebros de las ratas tratadas con MCAO y exosomas, se realizaron cortes 

histológicos cerebrales de 2mm y luego la tinción de TTC. Posteriormente se tomaron fotos y se 

procesaron con el software “ImageJ” para cuantificar el volumen del infarto en cada cerebro. También 

se realizó una corrección del volumen incrementado por efecto del edema cerebral.  

 

 

 

 

 

RESULTADOS 

Caracterización del cultivo de células endoteliales de la microvasculatura cerebral  

Con el objetivo de obtener un cultivo de células endoteliales de la microvasculatura cerebral, se 

consultó en la literatura diferentes protocolos para este tipo de cultivo. Los protocolos tenían variación 

en cuanto al mecanismo de aislamiento de la microvasculatura cerebral y en la composición del medio 

para la selectividad celular (generación de la pureza del cultivo). Un protocolo adecuado para los 

recursos del laboratorio. Para ver el protocolo detallado (ver anexos). Para caracterizar el cultivo 

primario celular de células endoteliales de la microvasculatura cerebral que se obtiene con el 

protocolo. Se realizó inmunocitofluorescencia contra dos proteínas específicas de células endoteliales 

de la microvasculatura cerebral, PECAM y VE-Cadherina. La presencia de ambas proteínas en el 

cultivo indica la autenticidad del cultivo de células endoteliales y reveló un buen grado de pureza en 

el cultivo. 
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Caracterización del cultivo de células endoteliales de la microvasculatura cerebral  

 

     
  

      

 

 

Figura 3. Inmunocitofluorescencia para  caracterizar el cultivo primario de células endoteliales de la 
microvasculatura cerebral, se utilizó dos marcadores específicos de células endoteliales (PECAM y VE-
Cadherina). Las imágenes fueron tomadas con microscopía confocal. En la marca verde se observa la marca 
de PECAM. La marca en rojo corresponde a VE-Cadherina. En la última imagen se observa el empalme de 
la marca de PECAM, VE-Cadherina y los nucleos (en azul). Las flechas muestran la posible formación de 
microvasculatura in vitro. Notar que la marca de VE-Cadherina (marca de color rojo) se ve más intensa en 
estas asociaciones celulares precursoras a la formación de vasos, que en el resto de las células. 
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Formación de microvasculatura in vitro cuando los cultivos de células endoteliales llegan a 

máxima confluencia celular 

Se observó que en las etapas iniciales del cultivo de células endoteliales de la microvasculatura 

cerebral, no hay presencia de VE-Cadherina. Cuando la confluencia del cultivo es cercana al 75% las 

inmunocitofluorescencias únicamente nos daba positivo a PECAM (ver imágen A, figura 4). Sin 

embargo, cuando el cultivo llegaba a un confluencia celular del 100%, comienzan a formarse 

agrupaciones celulares muy similares a microvasos. Sólo en estas condiciones los cultivos celulares 

dieron positivo a la inmunocitofluorescencia contra VE-Cadherina (ver imágen de la figura 3, marca 

roja).  La formación de estos tubos in vitro similares a capilares es característico del cultivo endotelial 

de la microvasculatura cerebral y la presencia de VE-Cadherina, una proteína constituyente de las 

uniones intercelulares endoteliales nos reafirma junto con la presencia de la proteína PECAM, que 

las células endoteliales que obtuvimos son exclusivas de la microvasculatura cerebral y no de arterias 

pequeñas (por ejemplo, de las meninges) (Wu et al., 2003). 

 

     

    

                             

               

                              

Figura 4. Inmunocitofluorescencia tomada con microscopía de epifluorescencia para observar si existe la 
presencia de un marcador característico de células endoteliales, PECAM o CD31; en los cultivos obtenidos 
con el protocolo que se montó para células endoteliales de la microvasculatura cerebral. En la imagen A se 
aprecia la marca verde de PECAM en las membranas plasmáticas del cultivo celular. En la imagen B se 
observan los núcleos marcados con Hoescht 33342. 
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Caracterización de los cultivo de astrocitos de rata 

Después de haber obtenido los cultivos primarios de astrocitos. Se caracterizó el cultivo de astrocitos, 

con un anticuerpo contra un marcador específico de astrocitos, la proteína GFAP (proteína fibrilar 

ácida glial). La inmunocitofluorescencia fue positiva para GFAP. El cultivo obtenido por el protocolo 

que se siguió produjo cultivo de astrocitos con alta pureza. 

 

        

               

 

Figura 6.  Caracterización 
del cultivo de astrocitos. 
En la imagen A se 
observan astrocitos, 
tomada con microscopía 
de epifluorescencia contra 
GFAP (marca de color 
amarillo). La imagen B 
corresponde a un segundo 
cultivo de astrocitos que 
fue tomada con 
microscopía confocal. Se 
observa la marca de GFAP 
(en verde) con sus 
respectivos núcleos (en 
azul) marcados con 
Hoescht.  
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Secreción de exosomas por las células endoteliales de la microvasculatura cerebral y astrocitos 

 

Después de obtener los cultivos de células endoteliales y astrocitos, y de haberlos caracterizado. Se 

estandarizó en el laboratorio un protocolo para extraer y purificar exosomas; secretados en el medio 

de cultivo por estos dos tipos celulares. El protocolo que se obtuvo se basa en la combinación de 

varios protocolos consultados en la literatura ver anexos. Para caracterizar los exosomas que se 

obtenía con el protocolo que se estaba estandarizando se realizó análisis por microscopía electrónica 

de transmisión y mediante tinción negativa con acetato de uranilo.  

En los primeros análisis se pudo observar que la muestra de exosomas que se obtenía, poseía restos 

celulares ver imagen B. Por tanto se adicionó al protocolo dos pasos de purificación, una de 

ultrafiltración y una centrifugación adicional. La adición de estos dos pasos permitieron conseguir 

una muestra más pura y facilitó la observación de los exosomas Ver imágenes (C-E). 

La muestra de exosomas que se obtuvo, está enriquecida en exosomas. Esto se aprecia mejor por las 

medidas de las microvesículas encontradas que miden entre (30- 117) nm. También se observó que 

los exosomas de (30-50) nm fue la medida de los exosomas predominante en nuestras muestras ver 

imágenes C y E.  

La imagen A, es el análisis de microscopía electrónica control negativo. Esta es una rejilla de carbono 

con la tinción negativa de acetato de uranilo, donde se realizó el análisis de la muestra de exosomas 

para verlos por microscopia electrónica de transmisión. Comparar esta imagen A con la imagen B 

(que si posee muestra de exosomas), No se observa presencia de microvesículas en el control 

negativo, tampoco de artefactos que semejen claramente a microvesículas. En cambio en la imagen 

B, se observa la presencia de exosomas. 
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Figura 7. En la imagen A se puede observar la rejilla de carbono con la tinción de acetato de uranilo, pero 
sin muestra de exosomas. En la imagen B es la misma rejilla de carbono con la tinción de acetato de uranilo, 
pero con muestra de exosomas. Notar que en la imagen B se aprecia presencia de una población abundante 
de exosomas (flechas rojas). La imagen B nos permitió observar que dentro de nuestra muestra de 
exosomas había la presencia de restos celulares (marcadas con estrellas rojas) y se decidió implementar un 
método para limpiar la muestra de exosomas mediante filtración de 0.22µm y centrifugación a 50,000 X g 
previo a la centrifugación final para la obtención de exosomas. 
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Extracción y caracterización de exosomas 

Obtuvimos exosomas in vitro derivados de células endoteliales y de astrocitos, en condiciones de 

normoxia e hipoxia. Para extraer exclusivamente exosomas secretados por las células en cultivo se 

usó medio libre de exosomas para el condicionamiento de los cultivos. Para obtener este medio libre 

de exosomas se realizó ultracentrifugación a 100,000 X g  por 70 min del suero fetal bovino (FBS) 

con el que se suplementa el medio, este proceso es comúnmente usado en los protocolos reportados 

en la literatura, aunque con algunas variaciones en los tiempos de ultracentrifugación (Witwer et al., 

2013). Durante la estandarización incrementamos la purificación de la muestra de exosomas de restos 

celulares pequeños y cuerpos apoptóticos. Mediante un paso de filtración y un paso extra de 

centrifugación a 50,000 X g por 30 min, previos a la centrifugación de 100,000 X g por 70 min. La 

filtración nos permitió eliminar restos celulares grandes, microvesículas derivadas de membrana 

mayores a 220 nm de diámetro y cuerpos apoptóticos grandes, pero la centrifugación a 50,000 X g 

ayudó a eliminar la mayoría de microvesículas derivadas de membrana y cuerpos apoptóticos 

pequeños.  un reporte reciente indica que   la centrifugación de 10,000-20,000 X g permite precipitar 

microvesículas grandes como las derivadas de membrana y posiblemente cuerpos apoptóticos 

pequeños(Witwer et al., 2013). Con la centrifugación que hicimos a 50, 000 X g logramos eliminar 

restos celulares muy pequeños para que en la última centrifugación  a 100,000 X g no tuviéramos en 

el  pellet restos celulares, microvesículas derivadas de membrana y cuerpos apoptóticos.  
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Figura 8. En la imagen C se aprecian exosomas, los cuales se pueden distinguir por su forma esférica 
y por la clara delimitación de las membranas. Se aprecia el tamaño de algunos exosomas (35, 62 y 
57) nm que fueron medidos con el software del microscopio (señalado con las flechas rojas). Notar 
la abundancia de exosomas en la muestra. 
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Figura 9. En D, observación de exosomas con mayor amplificación (10,000 x). Se aprecian 
exosomas pequeños de 38nm y grandes de 117 nm. En la imagen E se observan exosomas 
medianos y pequeños (35 y 56) nm (señalados por flechas rojas). Observar que las membranas 
limitantes de exosomas en esta tinción negativa se ven con un tono obscuro y el lumen de los 
exosomas con un tono más claro que el fondo; esto gracias a la tinción negativa con acetato 
de uranilo. 
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Estabilización de HIF-1α por hipoxia en cultivos de células endoteliales y de astrocitos 

La estabilización de HIF-1α es un marcador de hipoxia tanto in vitro como in vivo.  En este trabajo 

células endoteliales y astrocitos fueron sometidos a hipoxia por 6 h mediante una cámara de hipoxia. 

El tratamiento con 6 h de hipoxia fue elegido en base a los reportes para la estabilización de               

HIF-1 (Mojsilovic-Petrovic, 2007; Engelhardt, 2014). Después del tratamiento con 6 h de hipoxia, se 

extrajo los exosomas que liberan las células del cultivo celular al medio. Para corroborar la 

estabilización de HIF-1α y por tanto de nuestro modelo in vitro de hipoxia. Se realizó un ensayo tipo 

western blot contra esta proteína. Se encontró la presencia de HIF-1α que pesa 120 kDa y 

posiblemente al complejo HIF-1 que pesa 200 kDa. Posiblememente la detección de una banda de 

200 kDa que se observó en el WB corresponda al heterodímero de HIF-1, porque el peso molecular 

del complejo HIF-1 que se señala en la imagen B corresponde al peso molecular de este heterodímero 

reportado por (Wang and Semenza, 1995). Además porque cuando se estabiliza HIF-1α por la hipoxia 

se asocia con la subunidad HIF-1β para constituir a HIF-1.  

    A                                                              B 
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Figura 10. En A, el gráfico que representa la 
tendencia de incremento que se observó de 
HIF-1α en células endoteliales de un triplicado 
normalizado con el control. En la imagen B, 
tendencia de incremento  de HIF-1α observada 
en astrocitos bajo hipoxia con una n=2 
normalizado con el control. En C, western blot 
contra HIF-1α; AC=astrocitos control o en 
normoxia, AH=astrocitos con 6h de hipoxia,          
EC=endoteliales control o normoxia,             
EH=endoteliales con 6h de hipoxia. En 
200kDa, se observa la marca posible de HIF-1. 
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La administración de exosomas secretados por astrocitos en condiones fisiológicas, reducen el 

tamaño del infarto cerebral en ratas 

 

El cultivo de células endoteliales de la microvasculatura cerebral y de astrocitos, el aislamiento de los 

exosomas que estos tipos celulares secretan en condiciones fisiológicas y de hipoxia fue con el 

propósito de estudiar el papel que tiene la microvasculatura y la glía en los procesos de recuepraciòn 

post-infarto. Así como también en los posibles mecanismos endógenos que exacerban el daño         

post-infarto.  

Mediante un modelo de hipoxia in vitro, se produjo una muestra de los exosomas que secretan los 

astrocitos en  normoxia y de los exosomas que secretan cuando están bajo hipoxia. Un volumen de 

4µl de las muestras de exosomas fue administrado a cada rata con infarto cerebral a los 30 min de 

reperfusión. Posteriormente, a las 24 h de reperfusión las ratas fueron sacrificadas y los cerebros 

extraídos. Estos fueron analizados por la técnica de TTC como se describió anteriormente. 

Para la obtención de exosomas en hipoxia en ambos cultivos, cajas 100% confluentes fueron 

sometidas a hipoxia por 6 h y después se regresaron a las condiciones de normoxia por 36 h, después 

de 42 h del inicio de la hipoxia aproximadamente se extrajeron los exosomas, tiempo suficiente para 

que el tratamiento de hipoxia  permita la activación de vías inducidas por hipoxia en las células como 

la estabilización de HIF-1 y la expresión-traducción de sus genes blancos (por ejemplo, VEGF y 

eritropoyetina) (Mojsilovic-Petrovic et al., 2007; Semenza, 2000b; Semenza et al., 1991). Las 30 h 

de normoxia posteriores que reproducen el tiempo después de la reperfusión permiten en conjunto 

que en la recolección existan exosomas cuyo contenido podría estar vinculado con las vías activadas 

durante la hipoxia y de exosomas secretados por las células tiempo después de la hipoxia. Esta 

muestra recolectada es la que se aplica a las ratas en el modelo de infarto cerebral. El tiempo más 

comúnmente usado en los estudios con microvesículas extracelulares, es de una incubación celular 

previa a la recolección de 24-48 h, aunque algunos han probado tiempos más pequeños después de 

un tratamiento o estimulación (Witwer et al., 2013).  

El resultado de la administración de exosomas de astrocitos post-infarto cerebral en ratas, fue una 

reducción significativa en el tamaño del infarto en las ratas a las que se les administró muestra de 

exosomas secretados por astrocitos en condiciones fisiológicas (normoxia). La administración de 

exosomas secretados por astrocitos que se sometieron a hipoxia durante 6 h no generó una 

disminución significativa del tamaño del infarto. 
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Para investigar si la neuroprotección de los exosomas de astrocitos que secretan en condiciones 

fisiológicas tiene asociación con la activación del receptor 2 de VEGF (VEGFR2). Se hizo una co-

administraciòn de exosomas secretados por astrocitos en condiciones fisiológicas y un inhibidor 

específico de VEGFR2, SU-1498. La co-administración generó que se perdiera parte de la capacidad 

neuroprotectora de los exosomas de astrocitos secretados en normoxia. 

La evaluación en el infarto cerebral en ratas, con la administración de los exosomas secretados por 

las células endoteliales de microvasculatura cerebral aún está en estudio en el laboratorio. Sin 

embargo, con el trabajo de esta tesis se consiguió estandarizar un protocolo en el laboratorio para 

obtener cultivos primarios de la microvasculatura cerebral y para la extracción de exosomas que 

secretan las células endoteliales, justo para poder realizar los estudios del efecto de la administración 

de exosomas de la microvasculatura cerebral en el infarto cerebral isquémico. 

 

 

Figura 11. Análisis del tamaño del infarto cerebral mediante la Tinción con cloruro de trifenil 
tetrazolio (TTC). La zona de color blanco en los cortes cerebrales corresponde a la zona con muerte 
celular (zona del infarto). El grupo SHAM, corresponde al control negativo para el infarto cerebral. 
En SHAM sólo se realizó la cirugía sin la inserción del filamento para generar la oclusión de la 
arteria cerebral media. Pero, se repitió cada tratamiento adminastrado a los grupos donde sí se generó 
el infarto (T-MCAO). T-MCAO corresponde a los grupos donde se produjo el infarto cerebral por 
la oclusión de la arteria cerebral media. EAN, corresponde al grupo que se le administró exosomas 
de astrocitos en normoxia. EAN+SU-1498, corresponde al grupo que se le co-admininistró 
exosomas de astrocitos en normoxia más SU-1498 (un inhibidor del receptor VEGFR2). EAH, es el 
grupo al que se le administró exosomas de astrocitos sometidos a hipoxia. 
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Figura 12. Reducción del volumen del infarto en ratas después de la administración de exosomas 
secretados por astrocitos que se mantuvieron en condiciones de normoxia (EAN) y de astrocitos que 
se sometieron a 6 h de hipoxia (EAH). Para evaluar si la neuroprotección asociada con los exosomas 
depende de la activación de VEGFR2 se realizó una co-administración del inhibidor de VEGFR2, SU-
1498 y de exosomas secretados por astrocitos que se mantuvieron en normoxia, la administración de 
SU-1498 reduce el efecto neuroprotector de los exosomas secretados por astrocitos en normoxia (**p 
< 0.01, ***p < 0.001 ANOVA de una vía, seguido de Bonferroni/Dunn post-test). 
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DISCUSIÓN 

 

Estandarización exitosa de un protocolo para el cultivo de células endoteliales de la 
microvasculatura cerebral 
 

El aislamiento y cultivo de células endoteliales de la microvasculatura cerebral es una herramienta de 

importancia en el estudio de las principales enfermedades neurodegenerativas, ya que este tipo celular 

está íntimamente ligado a la barrera hematoencefálica, en la regulación de procesos de 

neuroinflamación, remoción de sustancias tóxicas y de desecho, transporte de nutrientes y producción 

de factores tróficos esenciales para el cerebro. 

 La degeneración del endotelio participa crucialmente en la etiología de las enfermedades de 

Alzheimer, Parkinson, esclerosis amiotrófica lateral y esclerosis múltiple  (Zlokovic, 2008),  Sin 

embargo, la obtención de cultivos  de la microvasculatura cerebral con alto grado de pureza representa 

un reto debido a las dificultades metodológicas y de mantenimiento del cultivo.  

Se han reportado varios métodos para este tipo de cultivo principalmente de ratón. La mayoría se basa 

en el uso de un medio enriquecido con varios factores de crecimiento celular que permite la 

sobrevivencia y proliferación de las células endoteliales y de un sustrato de adherencia óptimo para 

este tipo celular, ya que los sustratos convencionales para las cajas de cultivo poseen una tasa casi 

nula de adherencia para las células endoteliales. Por último, el aislamiento de la microvasculatura se 

consiguen con el uso de gradientes poliméricos: dextrán (15%) y percoll (45%) y con centrifugaciones 

diferenciales para aislar la microvasculatura del resto del tejido cerebral (Navone et al., 2013a; Wu et 

al., 2003). En este trabajo se generó un protocolo de cultivo utilizando estos procesos pero sin el uso 

de la solución de percoll al 45%, únicamente de dextrán al 15% porque observamos que realizar el 

paso con percoll  (descrito para eliminar los eritrocitos y debris celular) disminuía la sobrevivencia 

celular de las células endoteliales aisladas, y la centrifugación en colchón de dextrán es suficiente 

para aislar la microvasculatura del resto del tejido cerebral. Además, en nuestro método se eliminó a 

los eritrocitos por la perfusión con Hank´s Buffered Salt Solution antes de la extracción de los 

cerebros. También se realizaron pruebas para la adherencia celular del cultivo sin el uso de sustrato, 

con el sustrato PEI , con colágena tipo I de cola de rata y por último con el sustrato comercial 

Attachment Factor (Gibco) de los cuales sólo el Attachment Factor nos permitió una alta tasa de 

adherencia celular para un cultivo primario exitoso. El medio también  es de suma importancia para 

el éxito del cultivo, ya que al inicio se hicieron pruebas con DMEM F12 adicionado con FBS 10%, 

dos factores de crecimiento (EGF y VEGF) y dos hormonas (progesterona e insulina bovina), pero el 
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medio no permitió la sobrevivencia de las células endoteliales obtenidas y los cultivos fallaron. Esto 

quizá esté de acuerdo a lo reportado (Navone et al., 2013a; Navone et al., 2013b) en el cual gran parte 

del éxito de su método de cultivo de la microvasculatura cerebral se debe al uso de una alta diversidad 

de factores de crecimiento y hormonas. 

El método que se obtuvo en este trabajo es muy eficiente. Se consiguen cultivos con buena pureza sin 

necesidad de utilizar citometría de flujo o columnas de perlas magnéticas basada en anticuerpos para 

purificar el cultivo, como se pudo constatar en la inmunocaracterización con PECAM y VE-

Cadherina.   

En este trabajo se realizó este cultivo para estudiar el papel de la microvasculatura cerebral en la 

posible secreción de factores tróficos que pudieran generar neuroprotección en un modelo de infarto 

cerebral en ratas, ya que se ha reportado que las células endoteliales en condiciones semejantes al 

infarto cerebral (por ejemplo, hipoxia) incrementan la producción de factores tróficos como el VEGF, 

que activan vías de señalización celular que inducen la sobrevivencia neuronal (Kilic et al., 2006; 

Yihui Ma, 2012). El mecanismo por el cual estos factores tróficos pueden estar siendo liberados es 

mediante exosomas, de aquí que estudiar el efecto en la etapa de post-infarto de los exosomas 

secretados por células endoteliales en condiciones de hipoxia y en condiciones fisiológicas normales 

(normoxia), proveerá información sobre el papel que desempeñan las células endoteliales cerebrales 

cuando hay un infarto cerebral isquémico. También si es posible que este tipo celular secrete factores 

tróficos neuroprotectores mediante exosomas. Para colaborar en la recuperación ante el daño           

post-infarto. 

En este trabajo se logró el objetivo del cultivo de las células endoteliales de la microvasculatura 

cerebral y la obtención de exosomas de éstas, sin embargo las pruebas de la administración de los 

exosomas en el modelo de infarto cerebral en ratas aún continua en proceso. 

Estabilización de HIF-1α por el tratamiento de hipoxia de 6 h 

 

El incremento de HIF-1α,  por su estabilización en condiciones de hipoxia se analizó por western 

blot. Se encontró que si hubo una tendencia a la inducción de este factor de transcripción por hipoxia 

en células endoteliales y en astrocitos, correspondiendo con lo reportado (Badawi et al., 2012; 

Engelhardt et al., 2014; Engelhardt et al., 2015; Mojsilovic-Petrovic et al., 2007). Una posible 

explicación de la estabilización que se observó de HIF-1α en las células endoteliales en normoxia, es 

que existen  otros mecanismos celulares que inducen el incremento de HIF-1α. Posiblemente por la 

presencia del factor de crecimiento epidermal y el factor de crecimiento de fibroblasto básico en el 
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medio especial para el cultivo de células endoteliales (M131 y complemento). Ya que estos dos 

factores de crecimiento y otros como el VEGF y PDGF inducen a HIF-1 (Deudero et al., 2008; 

Engelhardt et al., 2014; Lee et al., 2009; Richard et al., 2000; Shi et al., 2007; Zhong et al., 2000). A 

pesar de la inducción de HIF-1α  en normoxia en el cultivo de células endoteliales y en astrocitos, si 

se observó una clara estabilización de HIF-1α en condiciones de hipoxia. 

La administración de exosomas extraídos de astrocitos en condiciones fisiológicas ejerce 
neuroprotección en el infarto cerebral isquémico, y la hipoxia elimina esta actividad 
neuroprotectora 
 

Los astrocitos son el tipo celular encargado de:  la sobrevivencia, proliferación y plasticidad neuronal, 

la remoción de tóxicos y desechos celulares, así como la regulación iónica, la homeostasis de agua y 

de neurotransmisores (por ejemplo la remoción del glutamato en el espacio extracelular) todos son 

dependiente de la actividad de los astrocitos (Kimelberg and Nedergaard, 2010). También los 

astrocitos son el tipo celular más abundante del sistema nervioso central y en condiciones fisiológicas 

normales liberan una gran diversidad de factores de crecimiento celular y neurotrofinas como: el 

factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor de crecimiento de fibroblasto básico, el factor 

neurotrófico ciliar,  el factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF),  el factor neurotrófico 

derivado de la glía (GDNF), el factor de crecimiento transformante -β (TGF-β) y las neurotrofinas 

(Chen and Swanson, 2003; Rudge et al., 1992).  

Cuando ocurre daño al sistema nervioso central por la isquemia en el infarto cerebral, los astrocitos 

al igual que el resto de células del parénquima cerebral se ven sometidos a cambios en su 

microambiente. En la zona de penumbra del infarto la hipoxia afecta a todos los tipos celulares 

impidiendo la producción de ATP mediante la fosforilación oxidativa. Las células comienzan a 

incrementar su actividad glucolítica para buscar contrarrestar la deficiencia de ATP, pero esto genera 

un incremento en la producción de ácido láctico que acidifica el medio extracelular, la deficiencia 

energética conduce a un desbalance en las concentraciones iónicos intracelulares y permite la 

activación de canales que provoca una gran entrada citosólica de Ca2+. Este calcio daña a las 

mitocondrias y se comienza a producir un exceso de especies reactivas de oxígeno. En las primeras 

etapas del infarto cerebral los astrocitos tratan de evitar estos cambios en el microambiente neural 

como la remoción del glutamato, del estrés oxidativo y dando soporte energético a las neuronas; pero 

luego la acidificación del medio extracelular y la alta tasa de estrés oxidativo termina dañandolos a 

estos y a las células vasculares. Suceso que exacerba el daño y da pie al inicio de la neuroinflamación 

y el rompimiento de la barrera hematoencefálica (Chen and Swanson, 2003; Obrenovitch, 1995; 

Pekny and Nilsson, 2005; Rossi et al., 2007). 
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La disfunción de astrocitos y la entrada de la gliosis reactiva donde los astrocitos sufren hipertrófia e 

incrementan su proliferación generando la pérdida de su función homeostática, potencia la muerte 

neuronal (Ridet et al., 1997). Sin embargo la gliosis reactiva ha sido reportada como benéfica para la 

recuperación ante el daño y su ausencia potencia aún más el daño  (Liu et al., 2014). Lo que sí es 

claro es que los astrocitos reactivos expresan un nuevo patrón de proteínas con respecto a su condición 

fisiológica normal, entre ellos citosinas que activan la inflamación como (IL-1, IL6, IL10, TNF-α, 

TNF-β e interferones) (Dong and Benveniste, 2001; Feuerstein et al., 1998; Zhang et al., 2006).   

 

El papel fundamental de HIF-1 en la etapa post-infarto inicia con su inducción  en el infarto cerebral. 

Tanto por la hipoxia, el incremento del estrés oxidativo, como por factores de crecimiento que tienen 

un asa de retroalimentación positiva con HIF-1. Este factor de transcripción promueve la expresión 

de citosinas proinflamatorias en los diferentes tipos celulares (Eddleston and Mucke, 1993; 

Mojsilovic-Petrovic et al., 2007). Por tanto la participación de HIF-1 en el infarto cerebral tiene 

aspectos controversiales ya que la abolición de su función o de su expresión agrava el daño                

post-infarto, pero tiene un papel neuroprotector al promover la expresión de algunos factores de 

crecimiento con actividad neuroprotectora como el VEGF  y la eritropoyetina además de enzimas 

antioxidantes y enzimas glucolíticas que promueven la sobrevivencia neuronal (Semenza et al., 1994; 

Siren et al., 2001). Pero recientemente ha comenzado a surgir evidencia que HIF-1 también puede 

favorecer la muerte neuronal mediante otras vías como la de Notch-1 (Cheng et al., 2014).  

 

Un evento importante que potencia el daño en el infarto cerebral es la reperfusión sanguínea, porque 

se produce hiperglucemia y un aporte mayor de estrés oxidativo. Enfocándonos la glía; el incremento 

de la acidosis láctica producto de la hiperglucemia y de la alta tasa de glucólisis junto con la 

exacerbación en la producción de estrés oxidativo genera la disfunción de los astrocitos mencionada 

anteriormente (Ginsberg et al., 1977; Rehncrona et al., 1981). Todo esto nos lleva a una pregunta 

importante que es: ¿Los astrocitos una vez disfuncionales podrían potenciar el daño o simplemente 

son menos eficientes en el soporte que le dan a la neuronas para permitirles sobrevivir después del 

infarto cerebral?; esta pregunta, que es esencial en la patología del infarto cerebral ya se ha 

comenzado a abordar con los estudios  de la gliosis reactiva, en los cuales se reporta que es benéfica 

para la recuperación ante un daño en el sistema nervioso central, pues su eliminación aumenta el daño 

(Liu et al., 2014). En este trabajo se encontró que los astrocitos sometidos a hipoxia no secretan 

exosomas que potencien el daño en el infarto cerebral, sin embargo los exosomas que secretan los 

astrocitos en condiciones similares al infarto cerebral (hipoxia) pierden la actividad neuroprotectora 
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observada por los exosomas secretados por estos cuando están en condiciones fisiológicas. El 

contenido de estos dos grupos de exosomas debe poseer diferentes moléculas, porque la hipoxia activa 

un cambio en la expresión y regulación de muchos genes en astrocitos, y probablemente conduce a 

un cargo diferente en los exosomas que se producen y se secretan.  

 

Para analizar la posible relación de la neuroprotección entre exosomas y el VEGF, se realizó la co-

administración de exosomas derivados de astrocitos que se mantuvieron en normoxia y SU-1498, un 

inhibidor del receptor 2 de VGEF. Interesantemente se observó una disminución de la 

neuroprotección ejercida por los exosomas. Esto hace pensar que quizá los exosomas poseen en su 

contenido VEGF y que parte de su actividad neuroprotectora se debe a este factor de crecimiento y 

que puede ser mediada por la activación del recetor 2 de VEGF (VEGFR2) (Wang et al., 2005; Wick 

et al., 2002). Al respecto es importante mencionar que después del infarto cerebral existe una 

sobreregulación de VEGFR2 en todos los tipos celulares del parénquima cerebral (Hermann and 

Zechariah, 2009; Kilic et al., 2006; Lennmyr et al., 1998; Marti and Risau, 1998; Wick et al., 2002).  

En los exosomas secretados por las células endoteliales se espera que también puedan ejercer 

neuroprotección. Ya que estas células producen factores tróficos en condiciones de hipoxia. Por 

ejemplo: el factor de crecimiento vascular endotelial, BDNF, NGF y neurotrofinas. Este es un 

mecanismo que promueve la recuperación post-infarto. Sin embargo, aún se desconoce a detalle el 

mecanismo molecular para la secreción de estos factores neurotróficos (Abumiya et al., 1999; 

Carmeliet, 2003; Hennigan et al., 2007; Lok et al., 2007; Manalo et al., 2005). No se ha reportado 

que la secreción del VEGF en células endoteliales sea mediada por exosomas, pero si existe evidencia 

que apunta a una alta probabilidad de que así sea. Como lo reflejan los estudios hechos por (Kawano 

et al., 2014; Kucharzewska et al., 2013; Salomon et al., 2013) donde reportan que la vasculogénesis 

y la migración celular endotelial es dependiente de la señalización inducida por exosomas, también 

que la ausencia de proteínas esenciales para la biogénesis de exosomas, reduce la secreción de VEGF.  

Quizá los exosomas secretados por las células endoteliales medien la sobrerregulación de VEGF a 

través de la estabilización de HIF-1. Pero dado al papel dual de HIF-1 en el infarto cerebral, los 

exosomas secretados por células endoteliales sometidas a hipoxia tendrán un efecto parecido al 

observado en astrocitos. La actividad neuroprotectora será menor que el de los exosomas que secretan 

en condiciones fisiológicas (Fan, 2014). 

 Las células endoteliales en condiciones de hipoxia inducen genes proinflamatorios después de estar 

sometidas a hipoxia (Flamant et al., 2009). 
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Como se mencionó anteriormente, los astrocitos producen una gran diversidad de factores tróficos 

que promueven la sobrevivencia neuronal y de la propia glía, pero aún no se conoce a detalle el 

mecanismo molecular mediante el cual se secretan estos factores. Basándonos en lo que se sabe de la 

biología de los exosomas y de un estudio que reportó que es necesario la endocitosis y proteólisis 

intracelular de las proneurotrofinas para que tengan su activación y se unan a sus receptores (Boutilier 

et al., 2008; Lee et al., 2001). Nos hace pensar que existe un vínculo entre la secreción de las 

proneurotrofinas con los exosomas, y que éstos últimos permiten que las proneurotrofinas puedan 

llegar a sus células blanco y tener su actividad. Esto podría también explicar la capacidad 

neuroprotectora que se observó de los exosomas secretados por los astrocitos.  

 

Quizá la menor neuroprotección asociada de los exosomas liberados por los astrocitos que se 

sometieron a hipoxia, sea que entre su contenido haya una proporción de factores tróficos 

neuroprotectores y RNAs inductores de la sobrevivencia celular, y otra proporción de proteínas que 

potencian el daño post-infarto como citosinas proinflamatorias (Eddleston and Mucke, 1993; 

Mocchetti and Wrathall, 1995; Rudge et al., 1992; Schwartz and Nishiyama, 1994; Stanimirovic et 

al., 2001; Strauss et al., 1994). 

 

La presencia de RNAs en el contenido de los exosomas de astrocitos que podrían participar 

relevantemente en la neuroprotección que observamos, puede verse sustentada en los miRNAs de 

astrocitos sobrerregulados después de un infarto cerebral. Algunos de estos miRNAs como el          

miR-29 y el miR-146a, están asociados con neuroprotección ante la isquemia cerebral (Ouyang et al., 

2014).  

 

Lo anterior puede ser apoyado si tomamos en cuenta algunos estudios que han visto protección ante 

un infarto isquémico en tejido cardiaco; con la sola administración de medio condicionado de cultivos 

de células mesenquimales troncales (Timmers et al., 2007). Un estudio con este mismo tipo celular, 

en el que se administró los exosomas que secretan en un infarto cerebral (con el modelo de MCAO), 

observaron también neuroprotección. Esta fue asociada con la promoción de la angiogénesis y la 

remodelación de neuritas (Xin et al., 2013).  

 

El blanco celular de los exosomas es un aspecto interesante a dilucidar, pero el hecho de que el blanco 

de los exosomas que se estudió sean los propios astrocitos y neuronas. Es tal vez más probable si 

razonamos que las produjeron astrocitos. Si es así; apoyaría la idea establecida de que los astrocitos 

son un blanco terapéutico esencial para combatir las enfermedades del sistema nervioso central. Si 
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los astrocitos están bien funcionalmente las neuronas tienen altas posibilidades de sobrevivir aún bajo 

condiciones desfavorables, porque los astrocitos tratarán de mantener la homeostasis de su 

microambiente (Li et al., 2014). 
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CONCLUSIÓN 

Se estableció exitosamente el cultivo de células endoteliales de la microvasculatura cerebral. Se 

obtuvieron exosomas de astrocitos y células endoteliales en condiciones de hipoxia y en condiciones 

fisiológicas. Este trabajo permitió estudiar el papel fisiológico de los exosomas en el infarto cerebral. 

La administración de exosomas derivados de astrocitos en condiciones fisiológicas mostró una 

propiedad neuroprotectora en ratas, al reducir el tamaño del infarto cerebral. La hipoxia elimina la 

actividad neuroprotectora observada de los exosomas de astrocitos. La administración de SU-1498 

(inhibidor de VEGFR2), disminuye la capacidad neuroprotectora de los exosomas de astrocitos en 

normoxia, indicando que existe una posible asociación entre la activación de VEGFR2 y parte de la 

actividad neuroprotectora de los exosomas de astrocitos en normoxia. 

 

Los datos obtenidos apuntan a que los astrocitos después de estar sometidos a hipoxia y quizá durante 

la etapa aguda del infarto cerebral, disminuyen su capacidad neuroprotectora al menos en el 

mecanismo de secreción de biomoléculas con capacidad neuroprotectora dependiente de exosomas. 

 

 

 

 

PERSPECTIVAS 

 
Analizar el contenido de los exosomas de astrocitos y células endoteliales secretados en condiciones 

fisiológicas y cuando hay un evento de hipoxia. Esto permitirá dirigir la investigación del mecanismo 

molecular implicado en la propiedad neuroprotectora de los exosomas que se observó. 

 

Evaluar el efecto de los exosomas en las ratas con infarto cerebral, pero administrando de forma 

sistémica los exosomas.   
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ANEXOS 
 

PROTOCOLO PARA EL CULTIVO DE CÉLULAS ENDOTELIALES DE LA 

MICROVASCULATURA CEREBRAL DE RATA 

 

1. Preparar las cajas de petri con el sustrato de adherencia celular Attachment Factor (cascade 

biologicals, Gibco®). Cubrir con 4 ml de Attachment Factor cada caja T-75 a usar e incubar 

a 370C durante 45min. Después aspirar el Attachment Factor con una bomba de vacío y poner 

12 ml de medio M-131 (M131WOAF, Gibco®). Todo el procedimiento se realiza bajo 

esterilidad en la campana de flujo laminar.  

2. Para el cultivo se necesitan 5 ratas machos de (300-350) g. Realizar perfusión cardíaca con 

HBSS a cada rata utilizando una bomba peristáltica y buffer HBSS. Se necesitan 250ml por 

rata. Para la perfusión cardiaca, anestesiar de 2 en 2 vía peritoneal con 1.5 ml de pentobarbital 

por rata. 

3. Cuando las ratas están completamente anestesiadas. Hacer un corte transversal a la altura de 

la caja torácica y abrir la musculatura con cuidado para evitar dañar los órganos internos con 

los cortes.   

4. Insertar la aguja conectada a la bomba peristáltica con flujo constante de HBSS, en el 

ventrículo izquierdo e inmediatamente,  con la tijera hacer un corte de la vena pulmonar que 

se localiza muy cerca al lado derecho del corazón. Esto corta el flujo sanguíneo y permite el 

la perfusión del buffer con el bombeo sanguíneo. 

5. Cuando la perfusión haya concluido el hígado debe tomar un color amarillo pálido. Este 

procedimiento se repite para cada rata. 

6. Después de la perfusión decapitar a cada rata y extraer los cerebros. Inmediatamente colocar 

cada cerebro en buffer de extracción para hacer un lavado rápido y mantener la viabilidad. 

7. Colocar los cerebros sobre un trozo de papel filtro humedecido con buffer de extracción que 

debe estar sobre una caja de Petri. La caja de Petri debe estar sobre hielo. 

8. Remover con el uso de un bisturí los bulbos olfatorios y los cerebelos. 

9.  Hacer un corte longitudinal en el cerebro para separar los dos hemisferios y extraer las 

cortezas cerebrales. 

10.  Hacer trozos pequeños cúbicos con las cortezas cerebrales. 

11. . Colocar los trozos de corteza en un tubo de 50 ml y añadir 3 ml de buffer de extracción por 

cada cerebro. Al finalizar, en una campana de flujo laminar realizar una disgregación 

mecánica del tejido utilizando una jeringa de 10 ml. Pasar los trozos de cerebro junto con su 
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respectivo buffer de extracción a través de la aguja de una jeringa de 10 ml para obtener un 

homogenado de las cortezas. 

12. Centrifugar el homogenado a 1000 X g (fuerza g) durante 3 min y eliminar el sobrenadante, 

que corresponde a restos de sustancia blanca cerebral. 

13. Resuspender el pellet en 5 ml de una mezcla de enzimas; dispasa 1 U/ml (unidades 

enzimáticas por cada ml), papaína 2.5 U/ml y DNAsa 250 U/ml. Después poner a incubar a 

370C por 15 min.  

14. Al finalizar centrifugar a 1000 X g por 3min. 

15. Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet muy bien con inversiones y con la ayuda de 

una pipeta serológica, en 15 ml de dextran  al 15 %.  Luego realizar ultracentrifugación. 

16. Para realizar la ultracentrifugación, usar tubos especiales para ultracentrifgación,  desinfectar 

con alcohol al 75 % el tubo donde se colocará la muestra (el pellet condextran) y secar 

completamente el tubo con papel absorbente sin dejar residuos de alcohol. 

17. Colocar el pellet resuspendido en dextrán, en el tubo para ultracentrifugación limpio y pesar 

el tubo en la balanza analítica, llenar con PBS 1X filtrado el tubo con nuestra muestra al 

volumen requerido según el tubo de ultracentrifugaciónque usaremos. Balancear los pesos de 

los tubos a ultracentrifugar exactamente usando una balanza analítica.  

18. Programar la ultracentrífuga a la equivalencia de revoluciones por minuto (rpm) para obtener 

la equivalencia en fuerza g que necesitaremos. Existen convertidores en internet de acceso 

libre.fuerza g en web.  

19. Centrifugar el pellet resuspendido en dextrán a 10,000 X g durante 16 min  a 40 C. 

20. Con una pipeta Pasteur extraer el pellet (este será de color blanco) a una velocidad lenta. 

Colocar el pellet en un tubo de 15 ml nuevo. 

21. Agregar 10 ml de HBSS y homogenar por inversiones (el proceso corresponde a un lavado 

para eliminar el exceso de dextrán). 

22. Centrifugar a 1000 X g durante 5 min. 

23. Resuspender el pellet en 5 ml en una solución de dispasa/colagenasa (0.1%) cada una e 

incubar a 370C por 1 hora con ocasional agitación. 

24. Centrifugar a 1,000 x g por 5 min. Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en 10 ml 

de HBSS para hacer  un lavado de las enzimas.  

25. Centrifugar a 1,000  X g por 3 min. 

26. Resuspender el pellet en 3 ml de medio M-131 (M131WOAF, Gibco®) suplementado con 

Microvascular growth supplemment 20x (MVGS, Gibco®). 
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27. Para ver la viabilidad de la muestra celular sembrada. Tomar 10 microlitros de esta 

suspensión celular y 10 microlitros de azul de propano, mezclar y colocar la mezcla en el 

hematocitometro para el conteo celular. 

 

 NOTA IMPORTANTE: Revisar las células hasta dos días después del sembrado, no mover 

la caja del cultivo antes (de lo contrario se compromete la tasa de adherencia celular). Si el 

cultivo fue exitoso se observarán pequeños parches celulares con morfología de huso 

alrededor de 2-4 días después del sembrado celular. 

28. Hacer cambio de medio hasta las 72h después del sembrado celular.   

29. Para el mantenimiento del cultivo, realizar cambio de medio cada 3 días.  

 

 

 

PROTOCOLO PARA LA EXTRACCIÓN DE EXOSOMAS 

 

Se consultó la literatura científica para elaborar un protocolo para extraer exosomas de cultivos 

celulares. El resultado fue un método que se basa en una serie  de centrifugaciones diferenciales y 

filtración; procesos que han sido reportados ampliamente en la literatura y que permiten obtener una 

muestra con buena pureza de exosomas. Posteriormente para validar el protocolo y caracterizar la 

presencia de exosomas en las muestras obtenidas que fueron administradas en el modelo de infarto 

cerebral de ratas. Se hizo análisis de microscopía electrónica de transmisión con una tinción negativa 

de acetato de uranilo. 

1. Preparar medio libre de exosomas. Necesitamos eliminar los exosomas contenidos en el 

suero fetal bovino (FBS) con el que se suplementará el medio donde incubaremos nuestro 

cultivo celular. Ultracentrifugar el FBS a 100,000 X g  a 40C  durante 70 min; después 

recuperar el el FBS, pero dejando la última porción del FBS (donde estará contenidos los 

exosomas del suero). Por ejemplo en este protocolo se usó tubos de propileno de 36 ml para 

la ultracentrifugación y se dejaba aproximadamente los últimos 5 ml de FBS del fondo.  

2. Hacer cambio de medio a una caja T-75 de nuestro cultivo celular en máxima confluencia, por 

el medio libre de exosomas preparado.  

3. Dejar incubando el cultivo celular de la caja T-75 a 370 C  por (48 a 60) h. Para posteriormente 

colectar los exosomas liberados por las células. 
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4. Extracción del medio con exosomas. Revisar que las células estén sanas durante la 

incubación. En la campana de flujo laminar dar suaves golpes con la mano en las paredes de 

la caja T-75 de nuestro cultivo para incentivar a las células a liberar una cantidad mayor de 

exosomas, regresar la caja de cultivo a la incubadora y esperar 2 min.  

5. Recuperar el medio con una pipeta serológica y colocar el medio en un tubo de 15 ml. Poner 

medio fresco a la caja del cultivo celular para mantener el cultivo celular. 

6. Centrifugación para eliminar células muertas y debris celular. El medio contenido en el 

tubo de 15 ml centrifugar a 3000 r.p.m. durante 10 min a temperatura ambiente.  

7. Filtrar el sobrenadante para eliminar resto celulares pequeños y microvesículas. Después 

recuperar el sobrenadante dejando el pellet y los últimos 2 ml de medio del fondo. Filtrar el 

sobrenadante con un filtro de pirinola de 0.22 µm. 

8. Poner el sobrenadante filtrado en un tubo para ultracentrifugación y aforar el volumen 

requerido del tubo para ultracentrifugación con buffer TRIS (pH 7.5) “filtrado” (el uso de este 

buffer es indispensable si la muestra será observada con microscopía electrónica, ya que un 

buffer de sales de fosfatos interferirá con el análisis microscópico).  

9. Centrifugar a 50,000 X g por 30 min a 40 C. 

10. Recuperar el sobrenadante dejando el pellet con un pequeño volumen  (el más inmediato al 

pellet). Por ejemplo nosotros usamos tubos de centrifugación de 36 ml y dejamos los últimos 

5 ml del fondo del tubo (se recuperaba cerca de 30 ml de sobrenadante). 

11. Aforar de nuevo  el sobrenadante al volumen requerido por el tubo de ultracentrifugación (por 

ejemplo a 36 ml en nuestros tubos) con el buffer TRIS y balancear su contrapeso de forma 

muy exacta.  

12. Centrifugar a 100,000 X g durante 70 min a 40 C.  

13. Obtención de exosomas. Después de la ultracentrifugación aspirar con mucho cuidado el 

sobrenadante con una pipeta Pasteur y usando una bomba de vació. Decantar lentamente el 

tubo para aspirar todo el sobrenadante sin tocar con la pipeta el fondo del tubo donde está el 

pellet. El pellet de exosomas no será visible.  

14. Inmediatamente después de aspirar todo el sobrenadante, poner 90 µl de buffer TRIS sobre la 

base del tubo donde estará el pellet (ya que no se puede observar). Lavar las paredes del tubo 

cercanas al pellet suavemente usando la micropipeta y los 90 µl de buffer agregado.  

 Almacenamiento de la muestra de exosomas.  Recuperar absolutamente todo el pellet 

resuspendido en  90 µl de buffer TRIS y ponerlo sobre un tubo eppendorf estéril. Realizar 

una centrifugación sencilla rápida (de aproximadamente 30s) y guardar a 40 C si se usará la 

muestra el mismo día o - 200 C para usos posteriores. 
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Buffer de lisis 

10 mM Tris-Cl (pH 8.0) 

1 mM EDTA 

0.5 mM EGTA 

1% Triton X-100 
 
0.1% sodium deoxycholate 
 
0.1% SDS 
 
140 mM NaCl 

La solución de arriba es estable a temperatura ambiente. 

Antes de usar, agregar: 

Inhibidor de proteasas: 1 mM PMSF 
 
Tomado de Cold Spring Harbor protocols. 

 

Buffer de boratos 

Ácido bórico  100 mM 

NaCl  75mM 

Tetraborato de sodio 25 mM 

 

Preparación de PEI  para la adherencia del cultivo de astrocitos (polietilenimina). 

A partir del stock comercial de PEI, hacer una dilución 1:800 en buffer de boratos. Para preparar 40 

ml de PEI para cubrir las cajas donde se cultivarán los astrocitos. Poner 50 µl de PEI comercial en 40 

ml de buffer de boratos. Después filtrar la dilución de PEI obtenida con filtro de 0.22 µm. 
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