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Resumen 

          El infarto isquémico cerebral consiste en la disrupción del aporte sanguíneo al 

parénquima cerebral, lo que genera la pérdida de la viabilidad del tejido y la progresión de 

un grupo complejo de procesos bioquímicos que expanden el daño inicial. La eficiencia de 

los tratamientos actuales es limitada por lo que la búsqueda de agentes neuroprotectores 

que eviten la muerte de las neuronas dentro de la zona del infarto ha adquirido relevancia 

en los últimos años. Existe evidencia en modelos experimentales in vivo que apunta al 

factor de crecimiento vascular endotelial como un agente neuroprotector. En este trabajo se 

evaluó el efecto de la administración de este factor en cultivos primarios de neuronas 

corticales expuestos a estímulos de excitotoxicidad, estrés oxidante e inducción de muerte 

apoptótica. Se encontró que las neuronas corticales tienen los receptores específicos para el 

factor de crecimiento vascular endotelial 1 y 2, además de responder a la exposición a dicho 

factor. Esta estimulación evita la muerte neuronal y la pérdida de espinas dendríticas 

mediada por excitotoxicidad pero no ante un estímulo oxidante. Estos hallazgos implican 

que el factor de crecimiento vascular endotelial tiene un efecto neuroprotector sobre la 

muerte por excitotoxicidad glutamatérgica pero no ante el estrés oxidante. 
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Introducción 

Isquemia cerebral 

          El infarto cerebral isquémico es la disminución transitoria de la irrigación sanguínea 

del tejido cerebral como resultado de la obstrucción de alguna de las arterias encargadas del 

aporte sanguíneo al cerebro, lo que conduce a afectaciones celulares inicialmente 

circunscritas al área irrigada por la arteria obstruida. En la mayoría de los casos es 

producido por la aterotrombosis de arterias cervicales o intracraneales, cardioembolismo o 

la oclusión de pequeños vasos cerebrales, otras causas menos comunes incluyen 

coagulopatías, vasculitis y desórdenes hematológicos (Brouns y De Deyn, 2009; Grau et al., 

2001). Según datos de la Organización Mundial de la Salud anualmente cerca de 6.7 

millones de personas mueren a causa de un infarto cerebral isquémico (OMS, 2014). Para 

2015 los eventos cerebro vasculares (ECV) constituyeron la sexta causa de muerte en 

México (Instituto Nacional de Estadística y Geografía ([INEGI], 2015), de los cuales el 

infarto cerebral isquémico, cuya tasa de mortalidad ha incrementado en la última década 

(Chiquete et al., 2011), representa el ECV con mayor incidencia en adultos menores de 65 

años (Cantú-Brito et al., 2011). 

Algunos estudios sugieren que las diferentes causas del evento isquémico se asocian con 

factores de riesgo particulares. La edad avanzada e historial de enfermedades 

cardiovasculares se relacionan con obstrucciones causadas por embolismo mientras que la 

hipertensión, tabaquismo, hipercolesterolemia y ataques isquémicos transitorios previos 

incrementan el riesgo de sufrir un infarto de tipo trombótico (Grau et al., 2001; Sacco et al., 

1997).  
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El grado de recuperación funcional después del evento isquémico es diverso y únicamente 

se ha demostrado la efectividad limitada de un reducido número de tratamientos 

farmacológicos y quirúrgicos, entre ellos la administración temprana de antiagregantes 

plaquetarios (Jauch et al., 2013), la eliminación mecánica del trombo causante de la 

oclusión (Powers et al., 2015) y la aplicación de terapias trombolíticas (Demchuk et al., 

1999). Sin embargo, la eficiencia de estos tratamientos depende en gran medida de la 

rapidez de la atención médica. 

En México el único tratamiento contemplado en las Guías de Práctica Clínica de la 

Secretaría de Salud es la administración intravenosa dentro de las primeras 3 horas después 

del infarto de alteplasa (Rivera et al., 2008), una forma recombinante del activador tisular 

de plasminógeno implicada en la degradación de coágulos sanguíneos (Wardlaw et al., 

2012). No obstante, la corta ventana terapéutica y el riesgo que supone al incrementar la 

probabilidad de sufrir complicaciones hemorrágicas hace que únicamente entre 2-8% de los 

pacientes reciban el activador de plasminógeno (Reeves et al., 2005).  

Dicha limitante ha hecho evidente la necesidad de desarrollar nuevos tratamientos con 

enfoques terapéuticos diferentes, entre los cuales la neuroprotección ha sido objeto de  

estudios clínicos que buscan aminorar el daño ocasionado en la fase temprana del infarto 

(Lyden et al., 2002; Saver et al., 2015) o la lesión posterior ocasionada durante la 

restauración del flujo sanguíneo (Fagan et al., 2010; Switzer et al., 2011). 
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Mecanismos de muerte neuronal en la progresión de la cascada isquémica 

          La serie de eventos bioquímicos que suceden posterior al evento isquémico, 

denominada cascada isquémica (Fig. 1), constituye un proceso dinámico que inicia desde 

los primeros minutos de isquemia y puede prolongarse por horas o días (Schwamm et al., 

1998). De acuerdo con la severidad de la disminución de la perfusión sanguínea pueden 

distinguirse dos zonas dentro del área del tejido afectado. El foco isquémico corresponde a 

la región sometida a hipoxia severa y fallo energético, caracterizada por la rápida muerte 

del tejido en una forma predominantemente necrótica (Benchoua et al., 2001). En contraste, 

la zona de penumbra se ubica en la región de la lesión isquémica en donde el flujo 

sanguíneo colateral puede mantener la demanda energética y de oxígeno, así como la 

integridad celular, durante un tiempo limitado (Beretta et al., 2015). El daño infligido sobre 

la zona de penumbra por el evento isquémico es considerado reversible, sin embargo, a 

medida que el infarto progresa se echan a andar mecanismos moleculares e inflamatorios 

que pueden agravar la lesión inicial y conducir a la pérdida irreversible de la viabilidad del 

tejido (Kulik et al., 2000; McCann et al., 2008) seguidos por procesos de neurogénesis y 

regeneración axonal (Duan et al., 2015; Li et al., 2015; Shen et al., 2010). 
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Figura 1. Evolución espaciotemporal de la lesión isquémica. Representación 
esquemática de los eventos moleculares heterogéneos que suceden después del infarto 
isquémico, en azul se representa la condición basal de los diferentes parámetros y en rojo el 
pico de las alteraciones. Modificado de (Tovar-y-Romo et al., 2016).  
  

Fallo energético y necrosis 

 El cerebro depende casi exclusivamente del suministro constante de glucosa para satisfacer 

su alta demanda energética, sin embargo, es capaz de utilizar lactato o cuerpos cetónicos 

como sustratos energéticos después del ejercicio o periodos de inanición (Maurer et al., 

2011; van Hall et al., 2009). El mantenimiento de potenciales de reposo, sinápticos y la 

propagación de potenciales de acción representa un costo metabólico elevado para las 

neuronas sostenido por una tasa alta de fosforilación oxidativa y baja tasa glucolítica (Alle 

et al., 2009; Itoh et al., 2003). En contraste, los astrocitos sustentan a través de un 

metabolismo principalmente glucolítico el reciclamiento del neurotransmisor excitador 
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glutamato a través del ciclo glutamina-glutamato (Fig.2). (Schousboe et al., 2014).  

Además, la presencia de un gradiente de lactato desde astrocitos hacia neuronas provee un 

sustrato energético adicional (Itoh et al., 2003; Machler et al., 2016). 

En los primeros minutos del infarto isquémico se presenta una caída abrupta en los niveles 

de ATP en el cerebro (Palmer et al., 1990). La respuesta metabólica en astrocitos, mediada 

por la fosforilación y activación del sensor energético cinasa activada por monofosfato de 

adenina, consiste en incrementar el transporte de glucosa y la síntesis glucolítica de ATP, 

así como la β-oxidación de ácidos grasos (Almeida et al., 2004). Por otra parte, las 

neuronas son virtualmente incapaces de aumentar su tasa glucolítica dada la constante 

degradación de la enzima fosfofructocinasa-2  y utilizan la glucosa a través de la vía del 

fosfato de pentosas para producir agentes antioxidantes (Herrero-Mendez et al., 2009). 

Alteraciones en la eficiencia de esta vía junto con la limitada capacidad de consumir 

energía procedente del metabolismo de los ácidos grasos hacen que las neuronas sean 

particularmente sensibles al estrés oxidante y fallo energético (Cao et al., 2015; Schonfeld y 

Reiser, 2013).  

El estado metabólico comprometido del tejido conduce a la acidificación del medio 

intracelular así como a la falla de los mecanismos responsables de mantener el potencial de 

membrana. La activación de la isoforma 1 del regulador de pH intercambiador de Na+/H+  y 

la disminución en la actividad de la bomba de Na+/K+ provocan la despolarización de las 

neuronas del foco isquémico (Manhas et al., 2010; Muller y Somjen, 2000; Yang et al., 

1992). Exacerbada por el posterior flujo de Na+ hacia el compartimento intracelular a través 

de canales dependientes de voltaje y receptores ionotrópicos de glutamato (Muller y 

Somjen, 2000), esta despolarización  puede propagarse hacia la zona circundante al infarto 
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y contribuir al agravamiento de la lesión incluso después de restaurar el flujo sanguíneo 

(Hartings et al., 2003; Tanaka et al., 1997).   

La pérdida del potencial de membrana está acompañada por la entrada y acumulación de 

iones de Ca2+ al interior de la células ([Ca2+]i) a través de canales dependientes de voltaje 

(Stanika et al., 2012). Además, la inversión del gradiente de Na+ altera la función del 

intercambiador de Na+/Ca2+ (NCX) lo que contribuye a incrementar los niveles de [Ca2+]i 

(Kintner et al., 2010) y a la activación de proteasas dependientes de Ca2+ como las 

calpainas, principales responsables del componente necrótico en el foco isquémico 

(Yamashima et al., 2003). Aunque los niveles de ATP en el parénquima cerebral se 

recuperan parcialmente pocos minutos después del inicio de la reperfusión (Marcy y Welsh, 

1984) las alteraciones en la homeostasis iónica y metabólicas desencadenadas durante el 

fallo energético tienen fuertes implicaciones que pueden permanecer durante el periodo de 

reperfusión cuando la actividad mitocondrial está potenciada (Gellerich et al., 2012; Lang-

Rollin et al., 2003). 

Excitotoxicidad  

La acumulación de glutamato en el parénquima cerebral genera la sobreactivación de 

receptores en las neuronas y empeora el estado del tejido isquémico a través de un proceso 

neurodegenerativo denominado excitotoxicidad que acelera la muerte necrótica de las 

células del foco isquémico y activa el programa apoptótico en neuronas metabólicamente 

poco afectadas por el infarto (Fig. 3) (Ankarcrona et al., 1995). La excitotoxicidad está  

mediada por el influjo excesivo de calcio a través de los receptores ionotrópicos de 

glutamato (Sattler et al., 1998), mismo que es agravado por la activación de canales de 

calcio dependientes de voltaje (VDCCs) y la proteólisis del intercambiador NCX por medio 

de calpainas (Bano y Nicotera, 2007; Stanika et al., 2012).  
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La despolarización sostenida de las neuronas y la deficiencia local de ATP tienen un alto 

impacto en el metabolismo de glutamato. La disponibilidad del glutamato como 

neurotransmisor está regulada por la participación de las células gliales en el ciclo 

glutamina-glutamato, en el cual el glutamato liberado al espacio sináptico por las neuronas 

se recaptura a través de los transportadores de aminoácidos excitadores (EAAT) por 

astrocitos perisinápticos y convertido a glutamina por la glutamina sintetasa o utilizado por 

éstos en otras vías metabólicas como la producción de ATP o síntesis de proteínas. La 

glutamina es posteriormente transferida de vuelta a las neuronas y convertida a glutamato a 

través de la glutaminasa donde sirve nuevamente como neurotransmisor (McKenna, 2007).   
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Figura 2. Ciclo glutamina-glutamato. El glutamato neuronal puede ser sintetizado de 

novo a partir de glucosa o a partir de la glutamina suministrada por células gliales por 
acción de la glutaminasa y empaquetado en vesículas presinápticas. Una vez liberado al 
espacio sináptico ejerce su efecto sobre receptores ionotrópicos (NMDAR, AMPAR) y 
metabotrópicos (mGluR1-8) y es recapturado mayoritariamente por los astrocitos a través 
de los EAAT1/2. El glutamato recapturado puede entrar al ciclo de Krebs o convertirse a 
glutamina por la glutamina sintetasa  y ser transferida de vuelta a las neuronas 
glutamatérgicas. Modificado de (Popoli et al., 2012). 
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El transporte de glutamato por los EAAT requiere del cotransporte de 3 iones de Na+ y un 

protón y del antiporte de un ión de K+ , por lo que se trata de un mecanismo dependiente del 

gradiente eléctrico de la membrana plasmática (Hotzy et al., 2013). Después del infarto 

isquémico la disminución de la actividad de la bomba de Na+/K+ y el incremento de Na+ 

intracelular conducen a la reversión de la actividad de los EAAT y a la acumulación del 

glutamato en el espacio sináptico (Rossi et al., 2000).   

El efecto que ejerce el glutamato en las neuronas está mediado por la activación de 

receptores ionotrópicos o metabotrópicos en la membrana de las neuronas presinápticas y 

postsinápticas. Se han descrito tres  tipos de receptores ionotrópicos de glutamato 

permeables a cationes (Ca2+, K+ y Na+) luego de la unión del ligando. De acuerdo con las 

diferencias en su afinidad por agonistas exógenos análogos al glutamato se clasifican en 

receptores de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolpropionato (AMPA) y kainato (Traynelis et al., 2010). El grupo de receptores 

metabotrópicos está conformado por proteínas transmembranales acopladas a proteínas G 

que participan en vías de señalización intracelular mediante la generación de segundos 

mensajeros como inositol trifosfato, diacilglicerol o la inhibición de la adenilato ciclasa 

(Niswender y Conn, 2010). 

El receptor de tipo NMDA es un tetrámero compuesto de dos subunidades GluN1 y dos 

GluN2A-D y tiene una cinética de activación y desensibilización lenta. La presencia de un 

ión Mg2+ en la entrada del poro en condiciones de reposo bloquea al receptor y lo hace 

fuertemente dependiente de voltaje. Aunque varía ligeramente de acuerdo a las subunidades 

que conforman el tetrámero, la permeabilidad a iones de Ca2+ del receptor NMDA es la más 

grande dentro de los receptores ionotrópicos de glutamato (Traynelis et al., 2010). El 

receptor NMDA es considerado el principal responsable de expandir la lesión fuera del 
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foco isquémico (Ikemune et al., 1999) sin importar su localización dentro de la sinapsis o el 

arreglo de sus subunidades cuando existen concentraciones patológicas de glutamato 

(Sattler et al., 2000; Zhou et al., 2013). 

La región carboxilo terminal de las subunidades GluN2 del receptor NMDA interactúa con 

la proteína de la densidad postsináptica (PSD)-95, misma que es capaz de unirse a la óxido 

nítrico sintasa neuronal (nNOS) (Sattler et al., 1999). En respuesta a concentraciones 

tóxicas de glutamato el receptor es capaz de inducir la activación de la nNOS por un 

mecanismo que involucra a las fosfatasas de proteína 1, 2A y 2B (Rameau et al., 2004; 

Zhou et al., 2008), lo que coincide con la presencia de niveles elevados de óxido nítrico en 

las neuronas de la zona peri-infarto (Eliasson et al., 1999). Como será abordado más 

adelante, el estrés oxidante es uno de los componentes principales en la fase aguda de la 

cascada isquémica en donde la excitotoxicidad juega un papel importante como agente 

generador de especies reactivas de oxígeno (ROS).   

La excitotoxicidad a través del receptor NMDA incluye mecanismos de autopropagación 

que amplifican el efecto excitotóxico. La proteína cinasa asociada a muerte celular 1 

(DAPK1) interactúa y fosforila la serina 1303 de la región carboxilo terminal de la 

subunidad GluN2B de los receptores NMDA después del infarto isquémico, lo que aumenta 

la permeabilidad del receptor a Ca2+ (Tu et al., 2010). Asimismo,  la activación de los 

receptores que contienen a la subunidad GluN2B inducen la formación de nuevos 

complejos nNOS-PSD-95 y la inhibición de la vía de supervivencia fosfoinostol-3 cinasa 

(PI3K) al activar a la proteína fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa  (Ning et al., 

2004; Tu et al., 2010; Zhou et al., 2010). 

Por su parte los receptores AMPA son tetrámeros de las subunidades GluR1-GluR4 

generalmente organizados como heterotetrámeros formados por dos homodímeros de 
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diferentes subunidades (Greger et al., 2007). Su cinética de activación y desensibilización 

al glutamato es muy rápida aunque su permeabilidad a calcio es variable. La edición del 

RNA mensajero de la subunidad GluR2 realiza el cambio de una glutamina por arginina en 

su segundo dominio intramembranal, lo que hace que el receptor sea impermeable a calcio 

cuando la subunidad GluR2 editada está presente (Egebjerg et al., 1994). A pesar de su 

poca participación durante del desarrollo de la lesión, la activación de los receptores AMPA 

y kainato parece mediar la muerte excitotóxica de oligodendrocitos (Tekkok y Goldberg, 

2001) y se ha reportado una disminución en los niveles del RNA mensajero de la subunidad 

GluR2 y la presencia de receptores AMPA permeables a calcio en neuronas después del 

infarto isquémico (Gorter et al., 1997).  

Independientemente del tipo de receptor activado, la característica principal de la lesión 

excitotóxica es la pérdida del potencial de membrana mitocondrial ocasionada por la 

disrupción de la homeostasis de calcio en la mitocondria (Stanika et al., 2009). La 

acumulación de calcio en la matriz mitocondrial es principalmente por los canales de 

aniones dependientes de voltaje y el uniportador de calcio mitocondrial y llevan a la 

activación de la enzima poli ADP-ribosa polimerasa (PARP), la depleción de NADH y 

finalmente la formación del poro de transición de permeabilidad mitocondrial con la 

subsecuente activación del programa apoptótico (Abramov y Duchen, 2008; Schafer et al., 

2014). Durante el incremento del Ca2+ intramitocondrial ocurre la desfosforilación de 

proteínas componentes de la cadena de transporte de electrones mitocondrial que conducen 

a la producción aberrante de ROS capaces de continuar el deterioro de la lesión isquémica 

(Bender y Kadenbach, 2000; Huttemann et al., 2012). 
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Figura 3. Desregulación del metabolismo del glutamato en isquemia y excitotoxicidad. 

El fallo energético ocasionado por el infarto isquémico altera el gradiente eléctrico de Na+, 
K+ y Ca2+  en neuronas y astrocitos además de impedir la recaptura del neurotransmisor 
glutamato por los EAAT por lo que se acumula en el espacio sináptico y activa a los 
receptores NMDA y AMPA. Esto genera un influjo excesivo de Ca2+ en las neuronas que 
activa la nNOS y ocasiona daño mitocondrial, estrés oxidante y ulteriormente la muerte 
celular. Modificado de (Johnston et al., 2011). 
 

Estrés oxidante 

Las ROS son moléculas de alta reactividad subproducto del metabolismo oxidante o 

generadas como mensajeros que incluyen a los radicales libres como el superóxido (O2
.-)  y 

a las especies derivadas de éste como el peróxido de hidrógeno (H2O2). La fuente de 

superóxido más importante es la cadena mitocondrial de transporte de electrones aunque 
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diversas enzimas contribuyen a la formación de ROS, entre ellas las ciclooxigenasas, 

lipooxigenasas, NADPH oxidasas (NOX1-5) y xantina oxidasa (Murphy, 2009). Para 

prevenir el daño ocasionado por las ROS, las células cuentan con diferentes enzimas 

capaces de regular los niveles de superóxido y peróxido de hidrógeno. Las isoformas 1 y 2 

de la enzima superóxido dismutasa catalizan la dismutación del O2
.-  en oxígeno molecular y 

H2O2 en el citoplasma y mitocondria respectivamente, mientras que diferentes mecanismos 

antioxidantes, entre ellos las catalasas y los sistemas dependientes de glutatión, se encargan 

de la reducción de H2O2 a agua (Fernandez-Fernandez et al., 2012). El estrés oxidante es 

considerado un mecanismo relevante en la patogénesis del infarto isquémico dado que 

diversas alteraciones contribuyen a la generación excesiva de ROS que sobrepasan la 

capacidad antioxidante celular. Las fuentes de ROS en el infarto isquémico son variadas y 

el papel que juegan implica la potenciación de otros mecanismos neurodegenerativos así 

como un papel activo en la peroxidación de lípidos, proteínas y daño al DNA. 

Aunque hay evidencia de un ambiente oxidante en etapas muy tempranas del infarto, el 

restablecimiento del flujo sanguíneo está acompañado por el deterioro del tejido debido a la 

generación de ROS (Dominguez et al., 2010; Jung et al., 2010), lo que da lugar al inicio de 

la expresión de citocinas proinflamatorias y proteínas quimioatrayentes de monocitos 

(Nishi et al., 2005).  

Por otra parte el estrés oxidante forma parte del desarrollo de la lesión excitotóxica (Fig. 3). 

La actividad de las enzimas NOX que catalizan la conversión de superóxido a partir de 

oxígeno molecular y NADPH está incrementada después de la sobreactivación del receptor 

NMDA en la zona de penumbra y constituyen una fuente de superóxido mayor que la 

actividad mitocondrial aberrante ocasionada por el exceso de Ca2+ (Brennan et al., 2009; 

Miller et al., 2006). Además la actividad de NOX2 promueve la liberación de glutamato al 
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espacio sináptico, lo que puede potenciar el daño excitotóxico (Sorce et al., 2010). El daño 

oxidante progresa a medida que el superóxido es convertido a moléculas más tóxicas como 

el peroxinitrito (ONOO−) a partir del óxido nítrico, mismo que da lugar al radical hidroxil 

(OH-) (Eliasson et al., 1999).  

 

Figura 4. Vías de generación de especies reactivas de oxígeno asociadas al evento 

excitotóxico. Además de la inducción de la enzima nNOS y producción de NO, la 
acumulación de Ca2+ en las células ocasionada por la sobreestimulación del receptor 
NMDA genera la producción aberrante de O2

.-  derivada de la actividad mitocondrial y 
NOX2/4. El  O2

.- formado puede dar lugar al ONOO- o al H2O2 y éstas al radical OH- 

además de inducir la liberación de glutamato y potenciar el evento excitotóxico. 
Modificado de  (Dohare et al., 2014).  
 

           

La alta reactividad de las ROS les permite combinarse con distintos componentes celulares 

entre los que destacan los lípidos poliinsaturados presentes en las membranas biológicas. 

La lipoperoxidación es un proceso autocatalítico que convierte a los ácidos grasos en 

hidroperóxidos, el proceso inicia con el secuestro de un  hidrógeno de los carbonos vecinos 

a una insaturación por parte de una especie oxidante, lo que da lugar a un radical lipídico 

con un electrón desapareado capaz de interactuar con el oxígeno molecular para formar un 
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radical peroxilo. El radical peroxilo a su vez es una especie altamente oxidante que 

interactúa con otros ácidos grasos y origina un hidroperóxido y un nuevo radical lipídico 

capaz de replicar el ciclo (Ayala et al., 2014). 

Uno de los productos finales de la lipoperoxidación es el 4-hidroxinonenal (HNE), un 

aldehído que participa en vías de señalización así como en procesos neurodegenerativos 

dada su alta reactividad hacia los aminoácidos cisteína, histidina y lisina libres o como 

componentes proteicos (Schaur, 2003; Zarkovic, 2003) para formar aductos detectables 

dentro de las primeras horas después de la reperfusión (Yoshino et al., 1997). El 

mecanismo neurodegenerativo mediado por HNE incluye la facilitación de la apertura de 

VDCCs y un aumento transitorio en la permeabilidad de los receptores NMDA (Lu et al., 

2002; Lu et al., 2001). Además de la formación de aductos de tubulina que inhiben la 

polimerización de los microtúbulos y alteran la estabilidad del citoesqueleto (Kokubo et al., 

2008; Neely et al., 2005). 

Apoptosis 

El daño ocasionado a la zona de penumbra es considerado potencialmente reversible. Sin 

embargo, la progresión de la cascada isquémica tiene como resultado la muerte celular en 

una forma predominantemente apoptótica en las poblaciones de neuronas inicialmente poco 

afectadas por el infarto capaces de activar un tipo de muerte programada y ordenada 

(Martin et al., 1998). 

De manera general, un grupo de proteasas de cisteína denominado caspasas lleva a cabo el 

programa apoptótico, mismas que son sintetizadas como precursores inactivos sujetos a una 

activación proteolítica. Las caspasas iniciadoras son activadas en respuesta a una señal pro-

apoptótica y tienen como sustrato a las caspasas efectoras responsables de la muerte celular. 

De acuerdo con la señal que desencadena el proceso apoptótico, la apoptosis puede ocurrir 
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a través de una vía intrínseca originada por la pérdida de la integridad mitocondrial o una 

vía extrínseca regulada por la activación de receptores en la membrana plasmática (Elmore, 

2007). 

La vía intrínseca inicia con la pérdida del potencial transmembranal mitocondrial y la 

formación de un poro de transición que permite la liberación del citocromo c y otros 

factores pro-apoptóticos. El citocromo c se une a la procaspasa 9 y al factor activador de las 

proteasas apoptogénicas en un complejo llamado apoptosoma, lo que tiene como resultado 

la activación proteolítica la procaspasa 9 (Bratton et al., 2001). Por su parte la vía 

extrínseca parte de la activación de la procaspasa 8 a través del dominio intracelular de los 

receptores de muerte DR4/5, el receptor del factor de necrosis tumoral o el receptor Fas 

(Elmore, 2007). Ambas vías convergen en la activación de las caspasas efectoras 3, 6 y 7 y 

la subsiguiente degradación proteolítica de componentes del citoesqueleto como la 

gelsolina, fodrina y actina (Kothakota et al., 1997; Sakahira et al., 1998; Slee et al., 2001), 

la activación de PARP y la DNAsa activada por caspasas (Boulares et al., 1999; Enari et al., 

1998).  

Durante las primeras horas de la cascada isquémica la sobreactivación de los receptores 

NMDA que contienen la subunidad GluN2B disminuye la expresión de la proteína anti-

apoptótica del linfoma de células B-2 (Bcl-2) encargada de regular la permeabilidad de la 

membrana mitocondrial (Fan et al., 2015), mientras que la acumulación intracelular de Ca2+ 

inhibe a los complejos I y IV de la cadena de transportes de electrones y origina la pérdida 

del potencial de membrana de la mitocondria en la etapa temprana de la reperfusión, lo que 

facilita la liberación del citocromo c (Racay et al., 2009). Por su parte, el estrés oxidante se 

ha vinculado con la activación de la caspasa 3 a través de la producción de NO después del 

infarto y a la activación del programa apoptótico mediante la degradación de la proteína 
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cinasa B1 (Akt) (Sun et al., 2009; Wakatsuki et al., 2015). Como resultado, la etapa sub-

aguda de la cascada isquémica coincide con el pico de marcadores apoptóticos como la 

expresión elevada de caspasa 3 y la formación del apoptosoma  (Cao et al., 2004; Rami et 

al., 2003), así como la detección del receptor Fas y su ligando en las neuronas contenidas 

en la zona de penumbra y la secreción de agentes inflamatorios como el factor de necrosis 

tumoral alfa por células de la microglia (Guadagno et al., 2013; Sairanen et al., 2006). 

El factor de crecimiento vascular endotelial 

          El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF o VEGF-A) es miembro de una 

familia de factores de crecimiento conocidos por su efecto angiogénico que incluyen al 

factor de crecimiento placentario (PlGF), VEGF-B, VEGF-C y VEGF-D (Ferrara et al., 

2003). VEGF es el miembro más estudiado y se ha demostrado que su actividad no se 

limita a la angiogénesis y sobrevivencia de las células endoteliales sino que realiza diversas 

funciones biológicas entre las que destaca un papel relevante en el contexto de las 

enfermedades neurodegenerativas (Storkebaum y Carmeliet, 2004).  

En el humano el gen de VEGF está organizado en 8 exones separados por 7 intrones y el 

transcrito primario es sujeto a splicing alternativo, lo que da lugar a 6 isoformas de 121, 

145, 165, 183, 189 y 206 aminoácidos de extensión respectivamente que difieren en su 

localización extracelular y afinidad por sus receptores (Houck et al., 1991; Tischer et al., 

1991). Todas las isoformas cuentan con los exones 1-5, mientras que los exones 6 y 7 

contienen dominios de unión a heparina de manera que las isoformas que los presentan 

están en su mayoría secuestradas en la matriz extracelular y pueden ser liberadas a través de 

un corte proteolítico en el exón 5, que contiene secuencias reconocidas por plasmina y 

metaloproteinasas de matriz (Park et al., 1993). Las variantes VEGF189 y VEGF206 se unen a 
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la heparina con gran afinidad mientras que la isoforma VEGF121 es muy soluble, VEGF165 

es considerada una isoforma intermedia que puede encontrarse de forma soluble o asociada 

a la matriz extracelular (Ferrara et al., 2003). 

Dentro de la región promotora del gen de VEGF se localiza un elemento de respuesta a 

hipoxia que permite la unión del factor inducible por hipoxia (HIF-1) (Forsythe et al., 

1996), un factor de transcripción heterodimérico formado por la subunidad 

constitutivamente expresada HIF-1β y la subunidad HIF-1α que en condiciones de 

normoxia se degrada en un proceso mediado por la hidroxilación dependiente de oxígeno 

de los residuos de prolina 402 y 564 por enzimas prolil hidroxilasas, lo que envía a la 

proteína a la vía de degradación proteosomal (Weidemann y Johnson, 2008). Cuando la 

tensión de oxígeno cae la actividad de las prolil hidroxilasas disminuye y HIF-1α se 

transloca al núcleo y se dimeriza con HIF-1β (Bruick y McKnight, 2001).  

El VEGF ejerce su actividad biológica a través de los receptores de tipo tirosina cinasa  

VEGFR1 y VEGFR2. Se trata de receptores estructuralmente similares con 7 dominios 

parecidos a inmunoglobulina en la porción extracelular, un motivo transmembranal y un 

dominio de cinasa de tirosina con un inserto rico en tirosinas fosforilables en la región 

intracelular (Rahimi, 2006). Otros miembros de la familia de VEGF como PlGF y VEGF-B 

también son ligandos de VEGFR1, VEGF-C y VEGF-D son ligandos de VEGFR2 (Ferrara 

et al., 2003). Adicionalmente, la isoforma VEGF165  puede unirse a un grupo de 

correceptores conocido como neuropilinas cuya función es presentar el ligando a los 

receptores VEGFR2 y favorecer su activación (Pan et al., 2007). 

La activación de VEGFR2 inicia con la dimerización del receptor desencadenada por la 

unión de su ligando seguida de varios eventos de transfosforilación en residuos de tirosina y 

serina (Fig. 5) (McTigue et al., 1999; Singh et al., 2005). El VEGFR2 es reconocido como 
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el principal responsable de los efectos  antiapoptóticos y mitogénicos del VEGF a través de 

la activación de las vías de señalización intracelular mediadas por PI3K y la fosfolipasa Cγ 

(PLC) (Abid et al., 2004; Xiong et al., 2009). Por su parte el VEGFR1 en células 

endoteliales regula procesos como la liberación de factores de crecimiento, la activación de 

metaloproteinasas y la expresión de algunos genes antiapopóticos (Adini et al., 2002). Sin 

embargo, la tasa de fosforilación de VEGFR1 y su capacidad para fosforilar otros sustratos 

es muy baja (Waltenberger et al., 1994) y se ha descrito que actúa como un modulador del 

efecto de VEGF que puede formar heterodímeros con VEGFR2 y potenciar la señalización 

a través de este receptor o secuestrar las formas solubles de VEGF y prevenir la activación 

de VEGFR2 (Autiero et al., 2003; Kearney et al., 2004).  
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Figura 5. Señalización a través de VEGFR2. El ligando VEGF-A induce la dimerización 
y transfosforilación del receptor VEGFR2 con la subsecuente activación de diferentes vías 
de señalización. La activación de la vía de PI3K/Akt resulta en la inhibición de la apoptosis 
mientras que la activación de la PLC forma, a partir del fosfatidilinositol bifosfato (PIP2),  
diacilglicerol (DAG) capaz de promover la proliferación celular a través de las cinasas 
activadas por mitógeno MEK/ERK y la formación de inositol trifosfato (IP3). Modificado 
de  (Taimeh, et al. 2013).  
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Planteamiento del problema 

          La progresión de la cascada isquémica es un evento heterogéneo y complejo que 

agrava el daño generado por el infarto isquémico y persiste incluso después de la 

restauración de la perfusión sanguínea. A pesar de la existencia de tratamientos clínicos que 

buscan la recanalización de la arteria obstruida, éstos cuentan con una corta ventana 

terapéutica y varias contraindicaciones que limitan su aplicación y disminuyen su 

efectividad (Sheth et al., 2015). Por consecuencia, resulta de gran importancia la búsqueda 

de nuevas estrategias que permitan reducir el impacto del evento isquémico sobre el 

parénquima cerebral, tal es el caso de  la utilización de factores tróficos como agentes 

neuroprotectores (Uzun et al., 2010). 

El infarto isquémico induce un aumento en los niveles de RNA mensajero de VEGF y la 

expresión de la proteína en neuronas y astrocitos en modelos in vivo así como de los 

receptores VEGFR1 y VEGFR2 en células endoteliales, neuronas y astrocitos en la etapa 

aguda de la cascada (Jin et al., 2000b; Margaritescu et al., 2011).  

Se ha demostrado el efecto neuroprotector del VEGF en modelos in vitro de privación de 

oxígeno y glucosa y en modelos in vivo en donde reduce el tamaño de la lesión, favorece la 

neurogénesis y la formación de nuevas neuronas a partir de astrocitos estriatales (Jin et al., 

2000a; Shen et al., 2016). Además, se ha reportado la participación de los receptores 

VEGFR2 y VEGR1 en la neuroprotección mediada por otros miembros de la familia de 

VEGF (Du et al., 2010). Sin embargo, la administración de VEGF produce la apertura de la 

barrera hematoencefálica y angiogénesis aberrante (Jiang et al., 2014; Wang et al., 2005), 

procesos que comprometen el estado del tejido y pueden contribuir a agravar la lesión en 

mayor medida que su efecto benéfico. Este efecto dual ha hecho difícil esclarecer el 

mecanismo y la magnitud de la neuroprotección mediada por dicho factor trófico.  
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El propósito de este trabajo es evaluar el potencial neuroprotector del VEGF ante los 

mecanismos implicados en la fase aguda de la cascada isquémica, determinar su efecto 

sobre la sobrevivencia neuronal e iniciar la identificación de algunos de los componentes de 

las vías de señalización implicadas. 
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Hipótesis  

El VEGF tiene un efecto neuroprotector contra los estímulos neurodegenerativos de 

excitotoxicidad, estrés oxidante y la inducción de apoptosis a través de la activación del 

receptor VEGFR2. 

Objetivo general 

Evaluar el efecto de la administración de VEGF recombinante sobre la muerte generada por  

excitotoxicidad, estrés oxidante y apoptosis en cultivos neuronales de rata e identificar al 

receptor responsable de dicho efecto. 

Objetivos particulares 

• Establecer cultivos de neuronas corticales de rata. 

• Determinar la presencia de los receptores de VEGFR1 y 2 en neuronas corticales 

por inmunicitoquímica. 

• Evaluar el efecto neuroprotector de VEGF en un modelo de privación de factores 

tróficos. 

• Estandarizar los modelos de muerte neuronal de excitotoxicidad por NMDA, estrés 

oxidante mediado por HNE e inducción de apoptosis a través de estaurosporina 

(STS) in vitro. 

• Evaluar el efecto de los tratamientos en la viabilidad celular a través de técnicas de 

microscopía confocal y la medición de la actividad mitocondrial celular. 

• Evaluar el efecto de los tratamientos en la densidad de espinas dendríticas por 

microscopia de epifluorescencia. 
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Diseño experimental  

Cultivo primario de neuronas corticales   

          Los cultivos primarios de neuronas corticales se realizaron a partir del cerebro de 

embriones de rata Wistar (día embrionario 17) en los cuales se realizó la disección de las 

cortezas y se retiró el hipocampo. Las células fueron sembradas a una densidad final de 

2.5x105 células/1.9 cm2 en cajas de cultivo multipozo o 2.5x105 células/3.8 cm2 en 

cubreobjetos de vidrio previamente cubiertos con polietilenimina. Las células destinadas al 

conteo de espinas dendríticas se sembraron en cubreobjetos de vidrio a una densidad final 

de  5x103 células/3.8 cm2. 

Se utilizó el medio Neurobasal (GIBCO) suplementado con ácido 4-(2-hidroxietil)-1-

piperazina-etanosulfónico (HEPES, 4.7 mM), L-glutamina (1.2 mM), suero fetal bovino 

5% (v/v) y el complemento B27 (GIBCO) para cultivar las neuronas, 3 h después del 

cultivo se realizó un cambio de medio por uno sin suero en el que las neuronas 

permanecieron hasta el día in vitro (DIV) 12. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una 

atmósfera humidificada de CO2 al 5%.  

Tratamientos 

          Todos los tratamientos fueron aplicados en el DIV 11 del cultivo con una duración de 

24 h después de las cuales se realizaron las pruebas de viabilidad celular. Salvo cuando se 

especifica, la exposición se realizó de manera conjunta con la administración de VEGF 

recombinante de rata disuelto en solución salina amortiguada con fosfatos (PBS; NaCl 137 

mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10mM, KH2PO4 1.8mM, pH 7.4) con albúmina de suero 

bovino (BSA) al 0.1%. Todas las condiciones experimentales se montaron por triplicado en 

la misma caja de cultivo con pozos múltiples. 
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Modelo de excitotoxicidad  

          Se trataron las neuronas con NMDA, el agonista selectivo de los receptores de 

glutamato para inducir su sobreactivación y generar excitotoxicidad. Se emplearon las 

concentraciones experimentales de 1, 10, 100 y 1000 µM en cada pozo al añadir al medio 

una solución de NMDA disuelto en PBS. Se añadió además VEGF recombinante de rata 

disuelto en PBS con BSA al 0.1% a una concentración final de 10 ng/mL en los pozos que 

se indica.  Las células no tratadas recibieron un volumen equivalente de PBS.      

Modelo de estrés oxidante 

          Los cultivos fueron expuestos a estrés oxidante mediante la incubación durante 24 h 

con HNE. Se implementaron condiciones experimentales de HNE 10, 25 y 50 µM a partir 

de una solución de HNE en etanol. Las células no tratadas con HNE recibieron un volumen 

equivalente de etanol. Se añadió VEGF recombinante de rata a la concentración de 10 

ng/mL en los pozos indicados.  

Modelo de muerte apoptótica 

          Se empleó la toxina STS como agente inductor de apoptosis en cultivos primarios 

neuronales. Se generaron las condiciones experimentales de STS 10, 50 y 100 nM a partir 

de una solución de STS en dimetilsulfóxido. Los pozos no tratados con STS recibieron un 

volumen equivalente del vehículo. En los experimentos así indicados también se añadió 

VEGF recombinante de rata 10 ng/mL. 

Privación de factores tróficos  

          Se realizó un cambio de medio en el DIV 11 por Neurobasal sin B27 o Neurobasal 

con VEGF (10 ng/mL). A los controles úncamente se les cambió el medio. 
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Evaluación de la viabilidad celular por microscopía confocal 

          Durante el DIV 12 y 24 h después del inicio del tratamiento se reemplazó el medio de 

cultivo de células sembradas en cubreobjetos de vidrio por una solución de calceína-AM 1 

µM (espectro de excitación/emisión 495/515 nm), homodímero de etidio (EthD-1) 1 µM 

(excitación/emisión 528/617 nm)  y DAPI (10 ng/mL) en solución de Locke (NaCl 154 

mM, KCl 5.6 mM, CaCl2 2.3 mM, MgCl2 1 mM, NaHCO3 3.6 mM, HEPES 5 mM, glucosa 

1 mM, pH 7.4). Las células se incubaron durante 1 h antes de ser examinadas en el 

microscopio confocal vertical LEICA TCS SP5 con un objetivo de inmersión en agua 40X. 

Se emplearon los láseres UV-405 nm, Argón- 488 nm y He/Ne-543 nm para la 

visualización de los fluoróforos DAPI, calceína y homodímero de etidio respectivamente. 

Se realizaron reconstrucciones en Z de 30 cortes ópticos de 0.5 µm en 5 campos 

representativos de cada condición a través del software LEICA Application Suite AF lite. 

Evaluación de la actividad metabólica 

          La actividad metabólica se evaluó mediante la conversión de bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en cristales de formazán insolubles al 

reducirse por la actividad de la succinato deshidrogenasa mitocondrial. Se agregó MTT a 

las células (0.1 mg/mL) y se incubó durante 1 h a 37 °C. Se retiró el medio y los cristales 

formados se disolvieron en isopropanol con HCl (4 mM). Se centrifugó el contenido de 

cada pozo para eliminar restos celulares y se cuantificó la absorbancia a 570 nm en un 

espectofotómetro. Los resultados se presentan como el porcentaje de la absorbancia 

obtenida en los tratamientos con respecto a la obtenida en los controles. 
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Conteo de espinas dendríticas  

         La evaluación de la densidad de espinas dendríticas se realizó con los componentes 

del kit Neurite Outgrowth Staining (Life Technologies, Carlsbad, California), el cual 

contiene calceína-AM como indicador de viabilidad celular y un colorante que tiñe la 

membrana plasmática (espectro de excitación/emisión 565/555 nm) además de un agente 

supresor de autofluorescencia. Los colorantes y el agente supresor  fueron provistos como 

soluciones 1000X y 100X respectivamente. Las células sembradas en cubreobjetos de 

vidrio se fijaron durante 30 min a temperatura ambiente con una solución 1X de los 

colorantes y paraformaldehído al 3.7%. Se retiró el paraformaldehído y se agregó el 

supresor de autofluorescencia durante 15 min para después transferir los cubreojetos a 

portaobjetos con medio de montaje.  

Cada preparación se observó en el microscopio de epifluorescencia LEICA DM600. Se 

tomaron fotografías del soma y todas las prolongaciones de diferentes neuronas para cada 

condición experimental. Posteriormente se realizó la cuantificación de la longitud de todas 

las neuritas así como de las espinas dendríticas con el software ImageJ (NIH, EEUU). Los 

resultados se expresan como la longitud promedio en µm de las neuritas y la densidad de 

espinas dendríticas como una relación del número de éstas por cada 10 µm de longitud.   

Inmunocitoquímica 

          Las neuronas corticales de rata sembradas en cubreobjetos fueron fijadas con metanol 

al 100% durante 30 minutos a 4 °C en el DIV 7. Posteriormente se lavaron tres veces con 

PBS e incubaron por 1 h en una solución de bloqueo (PBS, BSA 5%, Triton X100 0.3%). 

Se realizó el marcaje de los receptores 1 y 2 de VEGF utilizando una dilución 1:100 de los 

anticuerpos primarios anti-VEGFR1 (LifeSpan Biosciences, Seattle, Washington; LS-
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C160522)  o anti-VEGFR2 (LifeSpan Biosciences; LS-C318629) en solución de bloqueo. 

Del mismo modo, para la detección de la proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP2) se 

empleó una dilución 1:100 del anticuerpo anti-MAP2 (Sigma, St. Louis, Missouri; M4403) 

en solución de bloqueo. Las células se incubaron con los anticuerpos primarios toda la 

noche a 4 °C. Después de 3 lavados con PBS las células fueron incubadas durante 1 h a 

temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios anti-conejo conjugado con Alexa 

Fluor 546 y anti-ratón conjugado con Alexa Fluor 488 (Life Technologies, A11035-LT y 

A21121-LT) en una dilución 1:200 en solución de bloqueo. Posteriormente se incubó con 

DAPI (300 nM) por 5 minutos y los cubreobjetos se montaron con medio de montaje 

(DAKO).  

Las preparaciones se observaron en el microscopio confocal vertical LEICA TCS SP5 con 

un objetivo de inmersión en aceite 40X. Se emplearon los láseres UV-405 nm, Argón- 488 

nm, He/Ne-543 nm y se realizaron reconstrucciones en Z de 30 cortes ópticos de 0.5 µm a 

través del software LEICA Application Suite AF lite. 
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Resultados 

Expresión de los receptores VEGFR1 y VEGFR2 en neuronas corticales. 

Para conocer sí las neuronas corticales expresan alguno de los receptores necesarios para la 

señalización de VEGF se realizó una inmunocitoquímica para identificar la presencia de los 

receptores VEGFR1 y VEGFR2 en cultivos de neuronas corticales en el DIV 7. La figura 6 

muestra que ambos receptores se localizan principalmente en el soma de las neuronas 

aunque también se detectan en las neuritas. Igualmente el receptor VEGFR2 se encuentra 

en algunas células gliales presentes en el cultivo primario. La presencia de ambos 

receptores sugiere que VEGF puede tener un efecto directo sobre las neuronas corticales.  

Figura 6. Localización de los receptores VEGFR1 y VEGFR2 en neuronas corticales, 

Fotografías representativas de neuronas corticales cultivadas durante 7 días.  Se utilizó a la 
proteína MAP2 como marcador específico de neuronas, vista en el canal verde. Los 
receptores VEGFR1 y VEGFR2 se aprecian en el canal rojo. Se presenta la proyección 
máxima de 30 cortes ópticos de 0.5 µm, barra de calibración= 25 µm, n=3. Se encontró la 
presencia de los receptores en el soma de todas las neuronas (flechas), además del receptor 
VEGFR2 en una célula glial no marcada con MAP2 (*).  
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VEGF evita parcialmente la muerte provocada por la privación de factores tróficos en 

cultivos de neuronas corticales. 

Con el objetivo de establecer si el VEGF es capaz de revertir efectos neurodegenerativos 

causados por la privación de factores tróficos, en el DIV 11 se cambió el medio de las 

células por Neurobasal fresco sin suplemento B27, la viabilidad se determinó por el ensayo 

de reducción de MTT y se observó la muerte del 46% de las células en cultivo con respecto 

a aquellas que recibieron medio suplementado (Fig. 7). En los cultivos suplementados con 

10 ng/mL de VEGF se registró una menor pérdida de la viabilidad celular del 31%. Lo que 

sugiere que el VEGF rescata parcialmente a las neuronas de la muerte neuronal inducida 

bajo estas condiciones. 
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Figura 7. La privación de factores tróficos produce la muerte de neuronas en cultivo, 

misma que puede parcialmente ser rescatada por VEGF. Las células mantenidas 
durante 24 h en un medio sin suplemento (◦) mostraron una disminuida actividad 
metabólica comparada con el control. La administración de 10 ng/mL de VEGF rescata al 
15% de las células dañadas durante este estímulo (▪). Datos presentados como promedio ± 
desviación estándar, n= 8.  **P<0.01 comparado con vehículo.  
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VEGF reduce la muerte neuronal inducida por excitotoxicidad 

Neuronas corticales en el DIV 11 fueron expuestas por 24 h a NMDA con el fin de generar 

la muerte excitotóxica en las neuronas y evaluar el efecto neuroprotector de la 

administración de 10 ng/mL de VEGF. En los ensayos de microscopía confocal la presencia 

de calceína al interior de las células y la ausencia del colorante EthD-1 se utilizó como 

indicador de células metabólicamente activas mientras que la colocalización de DAPI y el 

colorante impermeable EthD-1 indica la alteración de la membrana plasmática en células 

muertas. La exposición por 24 h a NMDA incrementó la proporción de neuronas muertas 

en el cultivo respecto a la muerte basal del control, detectables en todas las condiciones 

experimentales probadas (Fig. 8a). Por su parte, no se apreció una reducción significativa 

en la cuantificación de MTT reducido respecto al control en células expuestas a NMDA 1 

µM.  A diferencia de las otras concentraciones en donde se apreció una disminución del 

23%, 43% y 69% en presencia de NMDA 10 µM, 100 µM y 1000 µM respectivamente, 

respecto al control.  Estos resultados en conjunto comprueban la existencia de un estímulo 

excitotóxico inducido por la incubación con NMDA durante 24 h (Fig. 8b).  

La administración de VEGF tuvo un efecto benéfico significativo al reducir en un 17% y 

19% la muerte inducida por las concentraciones más altas de NMDA en los cultivos 

neuronales detectada en el ensayo de MTT. En el caso de NMDA 10 µM se presentó una 

mayor supervivencia al administrar VEGF que no alcanzó a ser estadísticamente 

significativa. Estos resultados demuestran que VEGF es capaz de evitar la muerte 

excitotóxica.  
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Figura 8. VEGF evita la muerte neuronal ocasionada por un estímulo excitotóxico. 
Neuronas corticales en el DIV 11 fueron expuestas por 24 h a NMDA con la administración 
de VEGF (10 ng/mL) o vehículo. a. Teñidas con calceina, EthD-1 y DAPI y visualizadas 
por microscopía confocal. Se muestra la proyección máxima de 30 cortes ópticos de 0.5 
µm. Se aprecia un incremento en el número de células muertas (flechas) en los cultivos 
expuestos a NMDA así como la degeneración de procesos celulares en las neuronas viables 
(n=3, barra de calibración = 50 µm) b. El NMDA disminuye la viabilidad de las células 
tratadas (◦), este efecto se reduce significativamente al administrar VEGF (▪). Datos 
presentados como promedio ± desviación estándar, n= 5.*P<0.05 comparado con el control. 
#P< 0.05 comparado contra la misma concentración de NMDA sin VEGF.  NS= No 
significativo. 
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El VEGF no evita la muerte neuronal inducida por HNE. 

Se implementó un modelo de estrés oxidante con la exposición a HNE en cultivos 

neuronales para determinar la capacidad neuroprotectora del VEGF. La evaluación de la 

viabilidad celular medida por microscopía confocal mostró un aumento en la proporción de 

células muertas con el tratamiento con HNE. Las células que permanecieron viables al 

incubarse con HNE 25 µM y VEGF mostraron procesos celulares mejor definidos que 

aquellos sin VEGF aunque la proporción de células muertas fue similar en ambas 

condiciones. La concentración de HNE 50 µM indujo la muerte de gran parte del cultivo, la 

cual no pudo ser revertida por la administración de VEGF (Fig. 9a).  

La incubación con HNE 10 µM no provocó un cambio significativo en los ensayos de 

reducción de MTT comparado con las células sin tratamiento. Por su parte las 

concentraciones de HNE 25 µM y 50 µM provocaron una disminución del 44% y 83% en 

la actividad metabólica medida. Aunque el tratamiento con VEGF parece reducir la muerte 

inducida por la concentración de HNE 25 µM, este efecto no resultó estadísticamente 

significativo (Fig. 9b).   
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Figura 9. La muerte ocasionada por el estrés oxidante no es rescatada por VEGF. a. 

La exposición a HNE durante 24 h en neuronas corticales en el DIV 11 ocasionó la pérdida 
moderada de la integridad celular (flechas) en la condición HNE 25 µM y de forma casi 
total a 50 µM. Se muestra la proyección máxima de 30 cortes ópticos de 0.5 µm (n= 3, 
barra de calibración = 50 µm) b. Hay decremento significativo en la capacidad de reducir 
MTT en células tratadas con HNE (◦) 25 µM y 50 µM, efecto que no se evita con la 
administración de VEGF (▪). Datos presentados como promedio ± desviación estándar, n= 
4.***P<0.001 comparado con el control. NS= No significativo. 
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VEGF no evita la muerte neuronal inducida por la  incubación con estaurosporina. 

Para establecer sí la administración de VEGF puede evitar la muerte apoptótica de las 

neuronas corticales se implementó un modelo de apoptosis inducido por STS. La 

incubación con STS por 24 h en cultivos primarios de neuronas corticales indujo un 

marcado decremento en el número de células vivas de acuerdo con los ensayos de 

microscopía confocal (Fig. 10a). 

Las concentraciones de STS 10 nM, 50 nM y 100 nM provocaron un decremento del 21%,  

60%  y 72% respectivamente en los niveles de MTT reducido respecto al control (Fig. 10b). 

La administración de VEGF no evitó este efecto. 
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Figura 10. La muerte apoptótica provocada por estaurosporina no es rescatada por 

VEGF. a. Después ser expuestos a STS durante 24 h se observó a. un incremento en el 
número de células muertas (flechas) en todas las condiciones experimentales. Se muestra la 
proyección máxima de 30 cortes ópticos de 0.5 µm (n= 3, barra de calibración = 50 µm) b. 

Corroborado por una disminución en los niveles de MTT reducido por los cultivos 
expuestos a STS (◦), efecto que no se evita con la administración de VEGF (▪). Datos 
presentados como promedio ± desviación estándar, n= 6.***P<0.001 comparado con el 
control.  
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El NMDA y el HNE en condiciones subletales inducen una disminución en la densidad 

de espinas dendríticas. 

Para evaluar si las neuronas sobrevivientes a un estímulo neurotóxico moderado sufrían 

algún tipo de alteraciones morfológicas que pudieran ser rescatadas por la administración 

de VEGF, las células se sometieron a un estímulo excitotóxico u oxidante subletal y se 

evaluó la longitud de las neuritas y la densidad de espinas dendríticas por microscopía de 

epifluorescencia (Fig. 10a-b). La administración de VEGF no modificó la longitud de las 

neuritas ni la densidad de espinas dendríticas en las células control.  

Del mismo modo, la incubación con concentraciones de NMDA o HNE que no tuvieron 

impacto significativo en la viabilidad celular tampoco redujeron la longitud de los procesos 

celulares (Fig. 11a). Sin embargo, se observó una disminución en la densidad de espinas 

dendríticas cuando las células se incubaron con NMDA, HNE o STS. La administración de 

VEGF mantuvo la integridad de las espinas dendríticas de las neuronas expuestas a NMDA, 

no así en el caso del estímulo oxidante (Fig. 11b). De manera similar a lo observado en las 

evaluaciones de viabilidad, estos resultados apuntan a que el VEGF es capaz de evitar las 

alteraciones morfológicas ocasionadas por excitotoxicidad pero no evitan el daño debido al 

estrés oxidante.  
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Figura 10. El estímulo subletal de NMDA y HNE induce cambios morfológicos en 

neuronas corticales. a. Fotografías representativas de neuronas expuestas a NMDA 1µM, 
10 µM o HNE 10 µM. En b. Se muestras magnificaciones de las zonas resaltadas (n= 5 
células por condición, barra de calibración= 10 µm).  
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Figura 11. VEGF preserva la densidad de espinas dendríticas ante un estímulo 

excitotóxico subletal pero no frente al estrés oxidante. c. La longitud de las 
prolongaciones celulares no se ve afectada. d. La densidad de espinas dendríticas se ve 
reducida con NMDA  o HNE, no así con el tratamiento de VEGF (n=5). Datos presentados 
como promedio ± error estándar.  *P< 0.05, ***P< 0.001 comparado con el control, 
###P<0.001 comparado a la condición con vehículo. 
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Discusión 
           

          La heterogeneidad de los eventos degenerativos desencadenados por el infarto 

isquémico es uno de los principales desafíos en el tratamiento y desarrollo de terapias 

efectivas que eviten el daño ocasionado al parénquima cerebral. A pesar de que el daño en 

la zona de penumbra es considerado reversible, la progresión temporal de una serie de 

mecanismos bioquímicos perjudiciales agravan la lesión a expensas del tejido 

potencialmente rescatable y limitan la ventana terapéutica de los tratamientos actuales 

(Reeves et al., 2005). La severidad del daño a menudo depende de la magnitud de los 

diferentes componentes de la cascada isquémica por lo que la búsqueda de estrategias 

terapéuticas que intervengan en la progresión de más de uno de los procesos patogénicos 

resulta prometedora (George y Steinberg, 2015).  

La fase aguda de la cascada isquémica comprende los primeros mecanismos de daño 

neuronal iniciados después de la caída de la perfusión sanguínea. La excitotoxicidad 

glutamatérgica ocurre desde los primeros minutos de isquemia y puede persistir hasta 6 

horas después mientras que la generación de ROS ocurre en las horas subsecuentes, 

particularmente después de la restauración del flujo sanguíneo (Davalos et al., 1997; 

McCann et al., 2008). Aunque pueden actuar de manera sinérgica, estos mecanismos 

probablemente proceden de manera secuencial y convergen en la muerte neuronal. Con 

estas bases, el propósito de este estudio fue evaluar el efecto neuroprotector del VEGF ante 

los mecanismos degenerativos que componen la fase aguda de la cascada isquémica. 
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Señalización de VEGF en neuronas corticales in vitro 

En el presente trabajo se encontró la presencia de los receptores VEGFR1 y VEGFR2 en el 

soma y neuritas de neuronas corticales DIV 7 además de demostrar que la administración 

de la isoforma VEGF165 recombinante reduce la muerte neuronal ocasionada por la 

privación de factores tróficos y la excitotoxicidad. Estos resultados sugieren que las 

neuronas corticales son responsivas a VEGF y que éste es capaz de promover la 

supervivencia neuronal por un mecanismo que involucra la activación de los receptores 

VEGFR1 y 2. 

A pesar de la baja actividad catalítica del receptor VEGFR1 la isoforma VEGF165 presenta 

una mayor afinidad por éste receptor respecto al VEGFR2 (Waltenberger et al., 1994). La 

activación de VEGFR1 está asociada con la fosforilación de PI3K y la señalización a través 

de esta vía implicada en la supervivencia y migración celular en diferentes tipos celulares 

(Tchaikovski et al., 2008). Sin embargo, se ha reportado que la actividad de VEGFR1 no 

juega un papel preponderante en las neuronas pero sí en la de los astrocitos (Mani et al., 

2005). Por su parte, se sabe que la señalización a través de VEGFR2 es  responsable del 

efecto neuroprotector observado en modelos in vitro de privación de oxígeno y glucosa  y 

precondicionamiento isquémico in vivo (Lee et al., 2009; Wick et al., 2002).  No obstante, 

el receptor 1 en las neuronas podría participar en la transactivación de VEGFR2 (Hiratsuka 

et al., 2005).  

Es necesario indicar que VEGFR1 es blanco de HIF-1, mientras que VEGFR2 es 

sobreexpresado después de la hipoxia en una forma independiente de HIF-1 (Gerber et al., 

1997),  de modo que la proporción de ambos receptores puede ser regulada en respuesta al 

evento isquémico . 
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Efecto de VEGF sobre la excitotoxicidad ocasionada por NMDA  

La excitotoxicidad es uno de los principales componentes de la fase aguda de la cascada 

isquémica y es ocasionada por la sobreactivación de los receptores ionotrópicos de 

glutamato, especialmente de los receptores de tipo NMDA. En este estudio la incubación 

con NMDA durante 24 h ocasionó la muerte de neuronas corticales en el DIV 11 de manera 

dosis dependiente además de la reducción de la densidad de espinas dendríticas en neuronas 

sometidas a dosis subletales de NMDA. En línea con este hallazgo se ha demostrado que la 

unión de NMDA a su receptor induce modificaciones morfológicas en las espinas 

dendríticas de neuronas del hipocampo mediante la activación del canal Panexina-1 

independientemente del flujo de Ca2+ a través del receptor NMDA,  lo que puede resultar 

en la reducción de tamaño o pérdida de espinas dendríticas (Stein et al., 2015; Weilinger et 

al., 2016). 

La administración de VEGF a la par del tratamiento con NMDA evitó la muerte de las 

neuronas así como las alteraciones morfológicas asociadas al evento excitotóxico, de 

acuerdo con la hipótesis propuesta sobre el papel neuroprotector de dicho factor. Una 

explicación de este efecto puede plantearse a partir de lo observado por otros grupos que 

reportan neuroprotección contra la excitotoxicidad mediada por glutamato ejercida por 

VEGF  a través de la activación de PI3K/Akt y un posterior incremento en la expresión de 

la proteína reguladora de la permeabilidad mitocondrial Bcl-2 en motoneuronas (Tolosa et 

al., 2008). En neuronas de hipocampo la administración de otra isoforma de VEGF produce 

la activación de la vía de las cinasas activadas por mitógenos MEK 1/2 y impide la muerte 

excitotóxica (Beazley-Long et al., 2013), en ambos casos el receptor VEGFR2 es necesario 

para dicha protección .  
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Otro punto a considerar en la supervivencia de las neuronas es la regulación de los niveles 

de [Ca2+]i. Se ha reportado que la estimulación con VEGF induce un flujo lento y sostenido 

de calcio a través de receptores NMDA así como la liberación de calcio de pozas 

intracelulares (Meissirel et al., 2011), este aumento citosólico de calcio puede extenderse al 

núcleo y tener un efecto transcripcional, particularmente a través del sistema de la calcio 

calmodulina proteína cinasa 2 (Fearnley et al., 2015; Kim et al., 2008). Un mecanismo 

similar ocurre en el caso de la neuroprotección ejercida por el factor neurotrófico derivado 

del cerebro que induce la señalización activada por calcio y promueve la formación y 

secreción de dímeros de inhibina β-A mismos que reducen la activación de los receptores 

NMDA y protegen la integridad de la mitocondria en neuronas de hipocampo (Lau et al., 

2015). 

Efecto de VEGF en el contexto de estrés oxidante, implicaciones para su efecto 

neuroprotector 

Para esclarecer el papel que juega el VEGF frente al estrés oxidante los cultivos de 

neuronas corticales fueron expuestos a el HNE. Aunque se observó una tendencia a evitar 

la muerte ocasionada por HNE, VEGF no tuvo efecto neuroprotector significativo ante el 

estímulo oxidante. De igual manera, HNE provocó la pérdida de espinas dendríticas y éste 

efecto no fue rescatado por VEGF.  

Estos resultados contrastan con el efecto observado en un modelo de estrés oxidante 

inducido por H2O2 en el que VEGF actúa como agente neuroprotector (Oosthuyse et al., 

2001). Es importante considerar que H2O2 es una ROS cuya toxicidad depende en cierta 

medida a la activación de la vía p38, misma que puede ser inhibida por VEGF (Sanchez et 

al., 2010; Wang et al., 2003). Por el contrario, HNE es un producto estable de la 
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lipoperoxidación de alta reactividad. HNE altera la estructura de las neuritas por la 

formación de aductos proteícos con el citoesqueleto de β-actina, activa a la proteína 

supresora de tumores p53 y promueve la iniciación de las vías intrínseca y extrínseca de la 

apoptosis (Dalleau et al., 2013; Kokubo et al., 2008). Asimismo existen reportes de 

perturbaciones en la vía de señalización de VEGF causadas por la acumulación de HNE en 

otros tipos celulares (Garcia-Quintans et al., 2016; Vatsyayan et al., 2012), lo que 

proporciona otra explicación de la ausencia de protección observada en el modelo 

experimental empleado en este trabajo. 

Dado que el estrés oxidante es un mecanismo propiciado por la sobrecarga de Ca2+ que 

tiene lugar durante el estímulo excitotóxico, a partir de estos resultados se propone que la 

forma en que VEGF evita la muerte neuronal durante la excitotoxicidad ocurre cascada 

arriba del daño mitocondrial y formación de ROS. Esto resulta relevante dado que VEGF 

ha demostrado ser efectivo frente a la excitotoxicidad en una ventana corta de tiempo en 

otros modelos experimentales (Tovar-y-Romo y Tapia, 2012). 

VEGF y la muerte neuronal apoptótica inducida por estaurosporina  

En este trabajo se reporta que la exposición a STS durante 24 h indujo la muerte de 

neuronas corticales de manera dosis dependiente y la administración de VEGF no evitó este 

efecto. La muerte de las neuronas expuestas a STS no depende de cambios en la 

homeostasis de Ca2+  sino que se ha atribuido principalmente a la inactivación de la proteína 

cinasa C y la consecuente liberación del citocromo c aunque se ha propuesto que la 

toxicidad de STS se debe a la convergencia de diferentes mecanismos que culminan con la 

activación de caspasas (Deshmukh y Johnson, 2000; Koh et al., 1995).  
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Aunque la administración de VEGF previa a la exposición a STS activa la vía de PI3K y 

evita la muerte de células ganglionares de la retina (Foxton et al., 2013), los resultados aquí 

presentados no muestran un efecto similar al exponer de manera conjunta a las neuronas 

corticales a STS y VEGF.  

Conclusiones  

El propósito de este trabajo fue evaluar el potencial neuroprotector de VEGF en cultivos 

primarios de neuronas corticales ante diferentes componentes de la fase aguda de la cascada 

isquémica. Se reporta la presencia de los receptores VEGFR1 y VEGFR2 en neuronas 

corticales y la capacidad de éstas para responder ante la administración de VEGF 

recombinante. El VEGF evita la muerte excitotóxica y la degeneración de las espinas 

dendríticas ocasionada por NMDA pero no evita la muerte ocasionada por un estímulo 

oxidante o la exposición a STS, lo que puede explicar algunas de las limitaciones que tiene 

su potencial terapéutico. Sin embargo, dada la complejidad del evento isquémico estos 

resultados no implican que el VEGF ejerza otras funciones en diferentes blancos celulares 

in vivo o en las fases más avanzadas de la cascada isquémica.  
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