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Resumen 

La recuperación espontánea es una respuesta adaptativa ante el daño que induce el infarto 

cerebral isquémico y explica la mayor parte de la recuperación neurológica que desarrollarán los 

pacientes dentro de los pocos meses posteriores al evento. Aunque es muy limitada, la 

recuperación espontánea es promovida mecanísticamente por procesos de recuperación axonal, e 

incluso se han descrito previamente varias vías de señalización molecular.  En el presente trabajo, 

evaluamos el efecto de la administración intracerebroventricular  de una suspensión de vesículas 

extracelulares derivadas de astrocitos corticales primarios en cultivo incubados por 48 h bajo 

condiciones de normoxia (NxEV) o hipoxia (HxEV) durante 6 h seguidas de un periodo de 

recuperación de 42h, en un modelo de isquemia-reperfusión inducido por oclusión transitoria de 

la arteria cerebral media en ratas adultas, en cursos temporales de la evolución de la lesión a las 

24 horas, 7, 14 y 21 días postinfarto. A partir de estudios de resonancia magnética (RM) 

mostramos una reducción en el  volumen de la lesión cerebral en el curso temporal de la evolución 

de la lesión; al cuantificar parámetros directamente relacionados con el estado fisiopatológico del 

cerebro como la fracción de anisotropía (FA), y el tensor de difusión (DTI) para calcular los 

diferentes índices de difusión y generar la reconstrucción 3D de las fibras nerviosas del cuerpo 

calloso (CC) y de las proyecciones aferentes y eferentes del núcleo talámico ventral posteromedial 

(VPM) y núcleo talámico ventral posterolateral (VPL) a la corteza cerebral. También realizamos la 

evaluación histológica a través de proteínas de citoesqueleto, que mostraron una correlación en la 

remodelación e integridad estructural con los datos obtenidos a través de RM. La recuperación 

funcional fue analizada a través de pruebas conductuales en una escala basada en la medición de 

los efectos funcionales del infarto isquémico. Finalmente generamos registros repetitivos de los 

potenciales de acción compuestos (CAPs) en el cuerpo calloso. En conjunto nuestros datos indican 

que la recuperación facilitada por los exosomas no solo es anatómica sino funcional y 

proporcionan evidencia de que los astrocitos tienen el potencial de facilitar la recuperación basal 

que ocurre naturalmente después del infarto cerebral isquémico a través de la liberación de 

mediadores celulares contenidos en vesículas extracelulares. 



 

Abstract  

Spontaneous recovery is an adaptative response after stroke, which explains the central part of 

the neurological recovery in patients a few months from the event. However limited, the 

spontaneous recovery is mechanistically driven by axonal restorative processes for which several 

molecular cues have been previously described. Astrocytes are major participants in this process, 

and here we evaluated how they contribute to this process by releasing extracellular vesicles 

(EVs). First, we incubated primary astrocytes for 48 h under normoxic conditions (NxEV) or for 6 h 

under hypoxia followed by 42 h for recovery in normoxia (HxEV), and collected the EVs released to 

the culture media. Then we administered these EVs to rats subjected to stroke by the occlusion of 

the middle cerebral artery (MCAO), and followed their recovery  at 7, 14, and 21 days. We 

determined the temporal evolution of infarct assessed with magnetic resonance (MRI), and 

observed a significant reduction in the infarct volume along the evolution  of the lesion; by 

quantifying parameters directly related to the pathophysiological state of the brain such as the 

anisotropy fraction (FA), and the diffusion tensor (DTI) to calculate the different diffusion rates and 

generate the 3D reconstruction of the nerve fibers of the corpus callosum (CC) and from the 

afferent and efferent projections of the ventral posterolateral thalamic nucleus (VPM) and ventral 

posteromedial thalamic nucleus (VPL) to the cerebral cortex. We also performed the histological 

evaluation through cytoskeletal proteins, which correlated in remodeling and structural integrity 

with the data obtained by MRI. Functional recovery was then analyzed by behavioral tests on a 

scale based on measuring the functional effects of ischemic infarction. Finally, we performed 

repetitive recordings of compound action potentials (CAPs) in the corpus callosum to assess the 

functional integrity of this structure after stroke and EVs treatment. Our data indicate that the 

recovery facilitated by astrocyte-derived EVs is not only anatomical but functional. We conclude 

that astrocytes can facilitate the natural occurring basal recovery after ischemic stroke through the 

release of cellular mediators contained in EVs. 
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1. Introducción 
 

El infarto cerebral isquémico es causado por una obstrucción de flujo sanguíneo en el cerebro que 

produce alteraciones neurológicas devastadoras con secuelas motoras y cognitivas permanentes 

[1, 2]. En 2017 el infarto cerebral isquémico fue catalogado como la segunda causa de muerte a 

nivel mundial por la Organización Mundial de la Salud y anualmente se reportan alrededor de 10 

millones de casos en el mundo [3]. Se estima que la tasa de muerte neuronal en el parénquima 

cerebral afectado por el infarto cerebral isquémico de grandes vasos es de 120 millones de 

neuronas por hora con la pérdida de 714 km de fibras de mielina [4]. Sin embargo, 

inmediatamente después del evento la mayoría de los pacientes experimentan cierto grado de 

recuperación espontánea, definida como la mejoría de las funciones alteradas determinada 

exclusivamente por el transcurso del tiempo [5]. La evidencia reciente revela que la reparación 

axonal, la neurogénesis y la resolución de procesos inflamatorios, intervienen mecanísticamente 

en dicha recuperación [5-7]. Aunque el manejo adecuado del paciente en las primeras horas 

mejora significativamente la supervivencia [8], en la actualidad, el único tratamiento aprobado 

para el manejo clínico del infarto cerebral es la administración del activador del plasminógeno 

tisular en las primeras 3 horas para resolver la oclusión del vaso y restablecer el flujo sanguíneo al 

parénquima afectado [9]. 

 
1.1 Fisiopatología del infarto cerebral 

 

1.1.1 Metabolismo cerebral durante la isquemia y liberación de glutamato al 

medio extracelular 

El evento isquémico desencadena procesos fisiopatológicos complejos locales, como la muerte 

neuronal [9]. Las lesiones producidas por el infarto cerebral isquémico tienen dos regiones 

principales: la zona central llamada foco isquémico, determinada por la reducción severa del flujo 

sanguíneo con una tasa de tan sólo 20% del flujo basal en la profundidad del parénquima irrigado 

por la arteria ocluida [10]. Esa reducción del flujo sanguíneo conlleva a un rápido consumo de las 

escasas reservas de glucógeno en los astrocitos [11, 12] induciendo la severa disminución de las 

concentraciones de ATP en el foco del infarto, existe un reporte en un modelo de isquemia global 

donde la disminución de ATP puede llegar a reducirse hasta 60% en el primer minuto del evento 

isquémico [13]. 
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La deficiencia de ATP aunado al estrés oxidativo dependiente de la producción de radicales libres 

de oxígeno y nitrógeno (RONS) resultado de la hipoxia [14] regula negativamente la actividad de la 

glutamina sintetasa [15] principalmente expresada en los astrocitos [16]. La glutamina sintetasa 

convierte el glutamato (principal neurotransmisor excitador y el más abundante en el cerebro) en 

glutamina, sin embargo este es un proceso dependiente de ATP [17]. El glutamato es liberado por 

las neuronas excitadoras glutamatérgicas a la hendidura sináptica y es rápidamente capturado por 

los atrocitos mediante los transportadores de aminoácidos excitadores (EEAT) 1 y 2, que 

dependen del cotransporte de 3 Na+ y 1 H+ [18]. El desbalance iónico producido por la severa 

disminución de ATP induce la inversión del transporte de glutamato por los transportadores de 

aminoácidos excitadores (EAAT) [19, 20], lo que incrementa las concentraciones de glutamato 

extracelular, que aunado a la disminución de la actividad de la glutamina sintetasa, ocasiona un 

daño severo por excitotoxicidad [21]. 

Además, el glutamato no reciclado activa rápidamente los receptores de tipo N-metil-D-aspartato 

(NMDA) extrasinápticos que, mediado por la proteína de unión a los elementos de respuesta a 

AMP cíclico (CREB), induce la regulación negativa de la expresión del factor neurotrófico derivado 

de cerebro (BDNF). Mientras que la falla del ciclo glutamato-glutamina promueve la acumulación 

de amonio, que a concentraciones elevadas resulta neurotóxico [22]. Los mecanismos 

anteriormente descritos son el resultado de la falla energética que induce muerte neuronal rápida 

típicamente necrótica en el foco del infarto [10]. 

En la zona circundante al foco isquémico llamada penumbra, la reducción del flujo sanguíneo es 

parcial con una tasa del 65% del flujo basal, a pesar del estrés que sufren las neuronas que se 

encuentran críticamente vulnerables al perder su frágil equilibrio metabólico, las neuronas de la 

penumbra permanecen viables durante un período prolongado después de la isquemia [23]. Por 

tanto, mediante la restauración del flujo y/o de la homeostasis celular, las neuronas de esta zona 

son potencialmente rescatables [24]. 

El glutamato extracelular, progresivamente acumulado por falla en su reciclamiento [10], activa 

los receptores de NMDA promoviendo la entrada de Na+, Ca2+, Cl- y la salida de K+ que se acumula 

en el espacio extracelular [20], incrementando su concentración de 3-4 a 70 mM en menos de 3 

min [25, 26], elevando el potencial de reposo a un nivel cercano al umbral de potencial de acción 

[27]. La falla energética neuronal por desabastecimiento de ATP impacta negativamente en el 

funcionamiento de la ATPasa impidiendo el restablecimiento del potencial de membrana llevando 

a las neuronas a un estado de despolarización anóxica [20, 28, 29]. 



Estudio de los mecanismos de regenerac ión axonal modulados por exosomas der ivados  de  astroc itos después 
del infarto cerebral isquémico  

3 
 

 

1.1.2 Despolarización anóxica  

La despolarización anóxica provocada por la falla energética por depleción de ATP es un factor 

iniciador del daño isquémico irreversible en el núcleo del infarto [29] que se expande a una 

velocidad constante de 2-3mm/min, de acuerdo con determinaciones experimentales hechas en 

cortes coronales de cerebro de corteza, estriado e hipocampo de ratas machos Sprague Dawley 

de 21-30 días de edad [30].  

A pesar del compromiso energético por la hipoxia las neuronas de la zona de penumbra 

mantienen el potencial de reposo. Sin embargo, el incremento de K+ extracelular que se difunde 

desde el núcleo del infarto y la disminución de la recaptación de éste por los astrocitos, producen 

la elevación del potencial de reposo y favorecen la aparición de corrientes intermitentes 

espontáneas expansivas de despolarización (spreading depolarization, SD), [31]. 

La SD es una onda expansiva lenta de despolarización en donde la actividad sináptica transitoria 

en el tejido isquémico cesa, y se le ha relacionado al edema citotóxico neuronal, a alteraciones 

estructurales de las dendritas y al incremento del consumo local de oxígeno que incrementa el 

daño hipóxico inducido por el infarto [32]. Este evento fisiológico junto con la salida masiva de K+ 

[33] y la activación de las caspasas por aumento del Ca2+ intracitoplasmático [34] induce la muerte 

neuronal por mecanismos apoptóticos [33-35], que expanden el núcleo del infarto un 19% 

después de cada onda de SD [36]. La despolarización anóxica y la SD están relacionadas con la 

disminución de la perfusión sanguínea permanente o transitoria, respectivamente, del 

parénquima isquémico, debido a la disminución del calibre vascular por vasoconstricción, lo que 

define el acoplamiento neurovascular constrictivo [36]. 

En la zona de penumbra las neuronas son potencialmente rescatables [7], y los astrocitos, que 

tienen una función importante en la fisiología cerebral al ser reguladores del soporte trófico y 

metabólico de las neuronas, modulan de manera central las respuestas de supervivencia y 

mantenimiento de la homeostasis cerebral, constituyendo importantes blancos reguladores de la 

adaptación postisquemia [37]. 
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1.2. Función de los astrocitos en el infarto isquémico 

 
1.2.1  Protección de astrocitos durante la isquemia 

Alguno estudios in vitro han demostrado que los astrocitos son más resistentes a la privación de 

oxígeno-glucosa (OGD) con respecto a las neuronas, ya que la mayoría de las neuronas en co-

cultivos de astrocitos-neuronas mueren tras 60-90 min de OGD, mientras que los astrocitos se 

dañan irreversiblemente entre las 4-6 h [38]. 

En ensayos de isquemia cerebral experimental con modelos animales, se ha demostrado que los 

astrocitos se mantienen viables en la zona de penumbra, los cuales permiten a las neuronas 

residentes de la misma zona mantenerse vivas [39, 40], incluso en la fase de reperfusión posterior 

a la oclusión transitoria de la arteria cerebral media (MCAOt). Sin embargo, en el foco isquémico 

existen astrocitos metabólicamente activos [41]; por lo tanto, la supervivencia de los astrocitos 

facilita la posibilidad de restablecer la integridad neuronal para obtener un retorno de la función 

neuronal en la zona de penumbra isquémica. Inclusive existen estudios que han demostrado un 

grado importante de neuroprotección en el infarto isquémico cuando se incrementa la 

supervivencia de los astrocitos, al administrar adrenomedulina [42]. 

 

1.2.2 Neuroprotección por astrogliosis reactiva después del infarto cerebral 

isquémico 

Los astrocitos reactivos generalmente se consideran perjudiciales para la restauración del tejido 

después de un evento cerebral isquémico. Se ha demostrado que minutos después de la lesión, 

los astrocitos reactivos producen y liberan mediadores inflamatorios como las citocinas que 

incluyen interleucina 6, (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleucina alfa y beta (IL-

1α y β) e interferón gama (INFγ) [43-45], estas citocinas pueden inducir la muerte neuronal [46] y 

la activación del factor nuclear kappa B (NF-κB) puede contribuir a la degeneración neuronal por 

inducción de liberación de citocinas inflamatorias y moléculas reactivas de oxígeno [47]. Además, 

la inactivación de NF-κB astroglial promueve la supervivencia neuronal en la lesión isquémica [48]. 

Sin embargo, durante la etapa inicial del evento isquémico, los astrocitos reactivos en respuesta al 

daño, sobreexpresan la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) y muestran hipertrofia tanto del cuerpo 

celular como en los procesos astrocitarios con formación de cicatriz glial que inhibe la 

regeneración axonal y la migración celular [49], pero también la cicatriz glial ejerce funciones 
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benéficas, ya al que aísla el sitio de la lesión evitando una ola expansiva de daño tisular hacia el 

tejido sano [50, 51]. Por tanto, los astrocitos reactivos restringen la lesión y minimizan el área de 

inflamación en la etapa aguda después de la lesión del Sistema Nervioso Central (SNC) [52], y 

también pueden restringir la difusión de los factores secretados en la región de la lesión hacia el 

área de penumbra. 

La oclusión de la arteria cerebral media en ratones doble knockout (GFAP-/- Vim-/-), que tienen la 

barrera hematoencefálica (BBB) estructuralmente alterada, demostró que la deficiente formación 

de cicatriz astroglial en la zona de peri-infarto conlleva a una mayor expansión de la inflamación y 

un mayor volumen de infarto en comparación con los ratones silvestres (WT) [40]. También, en un 

modelo de infarto cerebral embólico en ratones con inhibición del factor de crecimiento 

transformante beta (TGF-β), una citocina antiinflamatoria sintetizada por astrocitos que se 

incrementa después del infarto isquémico se encontró que hay un incremento de la 

neuroinflamación y un déficit motor severo [53]. Estos datos sugieren que los astrocitos reactivos 

tienen una función esencial en la neuroprotección al limitar la inflamación en el área de peri-

infarto y preservar la función cerebral durante el período subagudo después del infarto cerebral. 

 
1.2.3 Neuroprotección por anti-excitotoxicidad de los astrocitos después del infarto 

cerebral 

Uno de los mecanismos de muerte celular en el infarto cerebral isquémico más estudiado es la 

excitotoxicidad [54], el aumento de las concentraciones extracelulares de glutamato en el cerebro 

isquémico favorece la hiperactivación local de los receptores ionotrópicos de glutamato 

(NMDAR), desencadena la muerte neuronal a través de la entrada excesiva de Na+ y Ca2+ a la 

neurona [55]. Sin embargo, los astrocitos al ser los principales responsables de la captura de 

glutamato del espacio extracelular utilizando los transportadores de glutamato dependientes de 

Na+, el transportador de aspartato de glutamato (GLAST) y el transportador de glutamato-1 (GLT-

1) regulan y mantienen las concentraciones adecuadas de glutamato en el espacio extracelular 

[38]. Estudios in vitro en cultivos corticales de cerebro de rata demuestran, que se requieren 

concentraciones de glutamato cien veces mayores para producir neurotoxicidad en presencia de 

astrocitos abundantes, lo que indica que los astrocitos protegen a las neuronas de la 

neurotoxicidad del glutamato por la captación del mismo [53].  
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Un estudio en ratones (GFAP-/- Vim-/-), demostró que la ausencia de GFAP y Vim produce una 

activación alterada de los astrocitos que disminuye su captura de glutamato, provocando un 

aumento del volumen del infarto después de MCAo [40]. 

 

1.3 Neuroprotección por factores tróficos y neurotrofinas derivados de 

astrocitos después del accidente cerebrovascular 

En respuesta a la isquemia los astrocitos reactivos producen múltiples factores neurotróficos para 

proteger a las neuronas [54-58], incluido el factor de crecimiento nervioso (NGF) [57, 59, 60], el 

factor básico de crecimiento de fibroblastos (bFGF) [57, 61, 62], el factor neurotrófico derivado 

del cerebro (BDNF)  [63, 64], el factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF) [65, 66], el factor de 

crecimiento endotelial vascular ( VEGF) [67, 68] y la eritropoyetina (EPO) [69]. Varios estudios in 

vitro han demostrado que los astrocitos sintetizan y liberan factores neurotróficos a los medios de 

cultivo [57, 70]. Un estudio mostró que la administración a través de una bomba de infusión 

continua de medio condicionado de astrocitos en ratas favorece la disminución del volumen del 

infarto después de la MCAo [71]. El incremento de la secreción de eritropoyetina derivada del 

preacondicionamiento de astrocitos promueve la supervivencia neuronal en la lesión cerebral 

isquémica [72]. Los datos anteriores sugieren que la liberación de factores neurotróficos 

derivados de los astrocitos promueve la neuroprotección al disminuir el daño en la isquemia 

cerebral. 

Los factores tróficos confieren un efecto neuroprotector ante el daño inducido por el infarto 

isquémico, son producidos en las primeras horas después del daño cerebral, incluyendo el  factor  

de crecimiento nervioso NGF [73]; el factor neurotrófico derivado del cerebro, BDNF; [74, 75], el 

factor neurotrófico derivado de la glía, GDNF; los factores de crecimiento fibroblástico ácido, FGF 

y miembros de la familia del factor de crecimiento transformante, TGF, [76]. Estos factores 

confieren protección promoviendo la supervivencia e incluso contribuyen en la plasticidad 

neuronal después del infarto cerebral isquémico[76, 77].  

También los miRNAs que son pequeños RNA no codificantes que regulan la traducción de RNA 

mensajeros, tienen un rol fundamental en enfermedades del SNC y efectos importantes en la 

reparación del daño en el infarto cerebral [78]. Algunos de los miRNAs dentro del axón distal de 

las neuronas regulan y favorecen el crecimiento axonal como miR15b, miR195 y miR26b [79], 

miRNA130a, regula indirectamente la expresión de VEGFR2 receptor de VEGF que es un factor 
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neurotrófico que se incrementa en las primeras horas del infarto cerebral [80, 81], involucrado en 

la neuroadaptación posterior al evento isquémico [82].  

 

1.4 Astrocitos en la neuro-reparación 

La etapa temprana de recuperación después del infarto cerebral se caracteriza por la resolución 

del edema cerebral, la disminución de la inflamación y la excitotoxicidad; mientras que la 

recuperación después de las 2 semanas iniciales probablemente se deba a la plasticidad 

neurovascular. Aunque el cerebro lesionado de los mamíferos adultos es un entorno altamente 

inhibitorio para la regeneración neuronal, el cerebro isquémico responde dinámicamente al 

evento cerebrovascular para tratar de recuperar su homeostasis [83]. El proceso de reparación del 

tejido cerebral lesionado por la isquemia cerebral incluye: angiogénesis, neurogénesis, plasticidad 

neuronal y sinaptogénesis [57, 84, 85]. Los eventos celulares y moleculares endógenos abren una 

ventana de tiempo crucial para crear un microambiente permisivo de regeneración en la fase 

isquémica postaguda [86], estos eventos endógenos inducen la remodelación estructural y 

funcional del tejido cerebral intacto restante y conducen a la recuperación neurológica. 

 

1.5 Reparación y crecimiento axonal después del infarto isquémico  

El daño axonal es la principal característica en las lesiones del SNC. La extensión del daño axonal 

durante la fase aguda y el grado de regeneración axonal en la fase crónica son determinantes para 

la recuperación del tejido. [87] 

Existen dos condiciones principales que limitan el crecimiento axonal después del infarto cerebral: 

la capacidad intrínseca disminuida de las neuronas para restablecer su axón y un entorno 

extrínseco inhibidor [88-91]. Sin embargo, la evidencia indica que existen mecanismos endógenos 

que permiten a los axones crecer después de la lesión en el SNC [87, 92-96].  

Después del infarto cerebral se pueden desencadenar mecanismos de reparación y crecimiento 

axonal que producen nuevas proyecciones en el hemisferio dañado [97]. Interesantemente, existe 

un incremento en las proyecciones axonales en el hemisferio contralateral que han sido asociadas 

a la recuperación funcional [98].  

Se sabe que después del daño axonal se ensambla el cono de crecimiento que abarca la zona 

terminal de los procesos neuríticos y que a través de la reorganización del citoesqueleto en el 

muñón proximal del axón es el primer paso para una regeneración exitosa [98]. El cono de 

crecimiento controla la velocidad y la dirección del crecimiento, ensamblando elementos del 
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citoesqueleto y componentes de membrana para dar lugar a la extensión del axón [99]. Tanto la 

formación del cono de crecimiento como el avance del crecimiento del axón están regulados por 

factores extracelulares y moléculas de señalización intracelular [100, 101]. Se sabe que el 

crecimiento del axón se divide en dos zonas: la región periférica, rica en lamelipodios y filopodios, 

y la región central, localizada detrás de la región periférica formada por una red densa de 

microtúbulos y rica en organelos celulares como mitocondrias y vesículas exocitóticas [101]. A 

pesar de que la mayoría de microtúbulos se encuentran en la zona central, algunos se proyectan 

hasta la región periférica produciendo interacciones con la actina y los componentes de la 

señalización celular necesarias para la motilidad del cono de crecimiento [102]. Finalmente, existe 

una tercera región, localizada entre la zona periférica y la zona central, denominada región de 

transición rica en estructuras contráctiles como la acto-miosina que regula las interacciones 

actina-microtúbulos [103]. 

En este proceso se activa la síntesis de proteínas relevantes de citoesqueleto como la tubulina β III 

(TUJ-1), uno de los principales componentes del citoesqueleto indispensable en la reorganización 

de microtúbulos que ocurre en el crecimiento axonal [101, 104]. Otra proteína importante que 

participa en el crecimiento axonal es la proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP-2), que participa 

en el ensamblaje de los dímeros de tubulina para formar los microtúbulos [105]. Esta proteína se 

localiza tanto en las dendritas como en el axón y recubre al microtúbulo para establecer uniones 

con filamentos adyacentes [98, 99]. Es importante considerar que al mismo tiempo ocurren en el 

tejido cerebral dañado una serie de procesos que limitan la regeneración axonal asociados a 

mecanismos inflamatorios activados por citocinas [106].  

 

1.6 Exosomas  

Los exosomas son vesículas extracelulares que miden entre 30 y 100 nm de diámetro que se 

originan a partir del endosoma tardío [107, 108]. Tienen una bicapa lipídica enriquecida en 

colesterol, esfingomielina, ceramida y fosfatidilserina [109], y además se caracterizan por su 

composición molecular, al presentar proteínas específicas que constituyen marcadores 

exosomales, entre las que se encuentran las tetraspaninas CD9 y CD63, Alix y Tsg101 [110]. 

Los exosomas contienen diversas proteínas de procesos involucrados en su biogénesis y además 

contienen en el lumen macromoléculas que incluyen proteínas, lípidos, mRNAs y miRNAs, 

procedentes todos ellos del citosol [111]. Muchos estudios de proteómica y transcriptómica de 

exosomas han demostrado que el contenido de proteínas y RNA depende de la célula 
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progenitora. La compilación de estos hallazgos está documentada en la base de datos ExoCarta 

[112, 113]. 

La formación de los exosomas se inicia con la invaginación de la membrana plasmática, generando 

un endosoma temprano, que mientras madura en el interior celular, incorpora de forma 

predeterminada su carga [114]. El endosoma tardío o cuerpo multivesicular MVB está 

conformado por pequeñas vesículas intraluminales (ILV en inglés), las cuales se invaginan y se 

convierten en exosomas cuando se fusiona con la membrana celular, liberándose así al espacio 

extracelular [115]. Este proceso es dirigido por complejos proteicos llamados ESCRT (Endosomal 

Sorting Complex Required For Transport), entre los que destacan el sistema Alix y el TSG101 [116]. 

Aunque también se han descrito mecanismos independientes del complejo ESCRT [117]. Los 

cuerpos multivesiculares (MVB) son conducidos por proteínas transportadoras de la familia RAB 

hacia el lisosoma para su reciclaje o hacia la membrana plasmática para ser secretados al exterior 

celular [114]. 

Los exosomas son secretados al medio extracelular por las células progenitoras, y en el SNC se 

han aislado y caracterizado exosomas derivados de cultivos primarios incluyendo: células de la glía 

[118] y microglía [119], neuronas [120] y astrocitos [121].  

Estudios recientes sugieren que los exosomas forman parte de un importante mecanismo de 

comunicación celular en todo el organismo [107, 108, 122, 123], particularmente en la 

señalización paracrina y endocrina [124], e inclusive podrían ser responsables de los efectos a 

larga distancia de la terapia celular [125]. 

Existen estudios que evidencian que los exosomas derivados de células de Schwann se 

internalizan en los axones, sorprendentemente, los exosomas inducen la regeneración axonal in 

vitro y mejoran la regeneración después de la lesión en el nervio ciático in vivo [126]. Otro estudio 

in vivo demostró que la administración intravenosa de exosomas derivados de células 

mesenquimales después del infarto cerebral hemorrágico, mejora significativamente la 

recuperación funcional, la integridad de los tractos axonales, el crecimiento axonal e incrementa 

los marcadores de reparación en la sustancia blanca, además favorece la disminución del tamaño 

de la lesión [127]. 
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2. Planteamiento del problema 
 

En la fisiopatología del infarto cerebral isquémico se ha descrito que existe una fase de 

recuperación espontánea mediada a través de diferentes mecanismos endógenos que permiten la 

recuperación neurológica después de la lesión en el SNC [87, 92-96]. Esta recuperación 

espontánea aunque es limitada, esta mediada por mecanismos de recuperación axonal y vías de 

señalización molecular, poco estudiadas. [128]. Ante el daño isquémico los astrocitos muestran 

menor susceptibilidad a morir que las neuronas y reaccionan produciendo moléculas pro y 

antiinflamatorias [129]. Por ejemplo, los astrocitos de tipo A2 favorecen una respuesta 

neuroprotectora en la región lesionada[130], al dirigir vías de señalización que intervienen en la 

regulación de la angiogénesis y favorecen la regulación positiva de factores neurotróficos [131-

134].  

Se ha descrito que en enfermedades neurológicas, traumatismos nerviosos y eventos 

cerebrovasculares, la secreción de vesículas extracelulares origina señales dirigidas a disminuir el 

daño celular [128, 135], estos factores celulares podrían ser sintetizados y liberados por astrocitos 

[57, 70]. A través de exosomas que son moléculas lipídicas que se convierten en biocontenedores 

[136] que transportan y transfieren biomoléculas a otras células en el sistema nervioso incluyendo 

proteínas, lípidos, RNA y miRNAs [137, 138], modificando la función de las células receptoras. 

Se ha determinado que la carga exosomal depende del tipo celular del cual son secretados [139], 

la composición de la carga de proteínas se ha relacionado con la respuesta específica del tipo 

celular a diferentes estímulos[140], al estado fisiológico o patológico de la célula donadora y a los 

mecanismos de biogénesis [141].  

Con estos antecedentes nos preguntamos si la administración de una suspensión de exosomas 

derivados de astrocitos facilita la recuperación del tejido dañado en un modelo experimental de 

isquemia-reperfusión. 
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3. Objetivo general  
 

Estudiar el efecto inducido por la administración intracerebroventricular (i.c.v.) de vesículas 

extracelulares (exososmas) derivadas de cultivos celulares primarios de astrocitos corticales de 

ratas, incubados en condiciones de normoxia o hipoxia en la fase aguda y sub-aguda en un 

modelo de isquemia-reperfusión inducido por oclusión transitoria de la arteria cerebral media en 

ratas adultas, en cursos temporales de la evolución de la lesión. 

 

3.1 Objetivos específicos:  

 

1. Aislar las vesículas extracelulares derivadas de cultivos celulares primarios de astrocitos 

corticales de ratas y obtener la suspensión de exosomas. 

 

2. Evaluar el efecto de la administración i.c.v. de la suspensión de exosomas, a través de estudios 

de resonancia magnética en el modelo de infarto cerebral isquémico. 

 

3. Evaluar la integridad estructural en las áreas cerebrales afectadas en el infarto cerebral 

isquémico, tras la administración i.c.v. de la suspensión de exosomas, a través de marcadores de 

proteínas de citoesqueleto y crecimiento axonal. 

 

4. Generar la reconstrucción 3D de las fibras nerviosas del Cuerpo Callosos (CC) y de las 

proyecciones aferentes y eferentes del núcleo talámico ventral posteromedial (VPM) y núcleo 

talámico ventral posterolateral (VPL) a la corteza cerebral, para evaluar integridad estructural de 

estas áreas anatómicas. 

 

5. Evaluar el efecto de la administración i.c.v. de la suspensión de exosomas en la recuperación 

motora y funcional, a través de pruebas neurológicas y generar registros repetitivos de los 

potenciales de acción compuestos (CAPs) en el cuerpo calloso para evaluar la función sináptica en 

el infarto cerebral isquémico. 
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4. Métodos 
 

Animales  

Para este estudio, se utilizaron ratas macho Wistar de 6 semanas de edad (270-280 g) obtenidas 

del Bioterio del IFC-UNAM; sometidas a infarto cerebral por MCAOt que se describe más adelante. 

Los animales se alojaron en cajas individuales con ciclos de luz/oscuridad 12h y se les proporcionó 

agua y alimento ad libitum. Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo la NOM-062-ZOO-

1992 con la aprobación del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 

(CICUAL-IFC-LTR93-16).  

 

Diseño experimental  

Los animales se dividieron en 4 grupos de estudio: animales intactos (n=4), animales sometidos a 

oclusión transitoria de la arteria cerebral media (tMCAo) con administración i.c.v. de vehículo 

(NaCl 0.9 % w/v; n=4), animales sometidos a tMCAo con administración i.c.v. de exosomas 

aislados de cultivos primarios de astrocitos bajo condiciones de normoxia (NxEV; n=4), animales 

sometidos a MCAOt con administración i.c.v. de exosomas aislados de cultivos primarios de 

astrocitos bajo condiciones de hipoxia (HxEV; n=4). El tamaño de la muestra se calculó con base 

en un estudio piloto previo, con un cálculo a priori detectamos un tamaño de efecto de Cohen 

medio > 0.3,  potencia de 0.8 y significancia de 0.05, con una tasa de mortalidad de 0.4 según los 

experimentos piloto. Estos parámetros se eligieron para utilizar el mínimo de animales necesarios. 

Para los estudios de RM y las pruebas neurofuncionales, los animales se distribuyeron al azar en 

los 4 grupos experimentales (n=4/grupo), realizando las determinaciones en cursos temporales de 

1, 7, 14, y 21 días. Consideramos los siguientes criterios de inclusión: la disminución de la 

reperfusión de más del 50% con respecto al valor basal durante los 60 min de oclusión de la 

arteria cerebral media, la ausencia de hemorragia subaracnoidea o intraparenquimatosa y la 

sobrevivencia por 21 días después del infarto. Por consideración ética se realizó punto final 

experimental a los animales que presentaron hemiplejia y/o debilidad generalizada que les 

impidiera comer o beber de manera autónoma. Para la evaluación histológica de los marcadores 

de proteína de citoesqueleto y crecimiento axonal (n=4/grupo) se realizaron determinaciones con 

replicas en 3 tiempos a los 7, 14 y 21 días después del infarto, independientes a los experimentos 
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descritos antes (se realizó eutanasia en los tiempos descritos). La evaluación histológica de los 

tractos axonales (n=2/grupo) se realizó a los 21 días después del infarto. Los estudios de 

electrofisiología (n=4/grupo) se realizaron a los 21 días después del infarto. En el estudio se 

utilizaron exclusivamente ratas machos para limitar los posibles efectos neuroprotectores de los 

estrógenos presentes en ratas hembras.  

 

Modelo de infarto cerebral por MCAOt  

Para producir el infarto los animales se anestesiaron con isoflurano a una concentración alveolar 

mínima (CAM) de 5% para inducir la anestesia, 1.5-2% CAM para mantenimiento y PO2 de 400 ml, 

enseguida se les colocó sobre el cráneo una sonda de medición por láser-Doppler para determinar 

la perfusión sanguínea del parénquima cerebral irrigado por la arteria cerebral media (MCA) en 

las siguientes coordenadas extereotáxicas: AP: -2.0, L: -3.5 mm a partir de Bregma. Para producir 

la oclusión de la MCA se introdujo un monofilamento de nylon por la arteria carótida interna 

hasta el nacimiento de la MCA en el polígono de Willis. La oclusión de esta arteria se evidenció 

por una caída mayor al 65% de la perfusión sanguínea basal medida por el láser-Doppler.[142] La 

oclusión se mantuvo por 60 min y después se retira el filamento para permitir la reperfusión del 

tejido, provocando la lesión de las áreas motora y somatosensorial de la corteza cerebral y de los 

ganglios basales.  

 

Cultivo primario de astrocitos 

El cultivo primario de astrocitos se estableció a partir de cerebros de ratas Wistar de 3 a 4 días de 

edad. Se aislaron las cortezas cerebrales y se trituraron en fragmentos gruesos, posteriormente 

los fragmentos de tejido se digirieron con tripsina (1 mg/ml por 10 min a temperatura ambiente). 

Después de producir la inactivación de la tripsina, el tejido se disgregó mecánicamente para 

obtener una suspensión de células, la cual se lavó posteriormente 1 vez y se resuspendió en 

medio DMEM:F12 con 10% de suero bovino fetal. Las células se sembraron en cajas de Petri de 

plástico y los cultivos se caracterizaron a través de inmunofluorescencia para determinar la 

pureza utilizando a la proteína ácida fibrilar glial como marcador. 

 

Aislamiento y obtención de la suspensión de exosomas  

Los exosomas se obtuvieron a partir del medio condicionado de cultivos primarios de astrocitos 

bajo dos condiciones experimentales: incubados durante 48 h en condiciones de normoxia o 
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incubados durante 6 h en condiciones de hipoxia seguidas de 42 h de recuperación en normoxia. 

Para garantizar la colección de exosomas secretados exclusivamente por los astrocitos se utilizó 

un medio con suero libre de exosomas para el condicionamiento de los cultivos. El medio 

condicionado es recuperado y posteriormente se filtró con una membrana con un poro de 220 nm 

de diámetro para eliminar restos celulares grandes, microvesículas derivadas de membrana 

plasmática con un diámetro mayor a 220 nm y cuerpos apoptóticos grandes. Posteriormente se 

realizó una ultracentrifugación a 50,000 x g por 30 min, para eliminar restos celulares pequeños. 

Finalmente se realizó una última ultracentrifugación a 100,000 x g por 70 min. 

 

Administración de exosomas 

En las ratas sometidas a MCAOt se administraron las suspensiones de NxEV o HxEV en un 

volumen de 4l que contienen 400 ng de proteína total, determinado por el método de Lowry. La 

administración se llevó a cabo a través de una inyección estereotáxica i.c.v. en el hemisferio 

contralateral al infarto (AP: -0.8, ML: -1.5 y DV: -4.0 mm a partir de Bregma) 30 min después del 

inicio de la reperfusión, utilizando un microcapilar de vidrio graduado con una punta con 

diámetro de 50 m.  

 

Resonancia magnética  
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Estos estudios se realizaron en cursos temporales después de la MCAOt, por tanto, se cuenta con 

el seguimiento completo de la evolución de la recuperación tisular y funcional en el mismo animal 

(7, 14 y 21 d), la adquisición de imágenes se realizó en un equipo de 7 Teslas (Varian, Inc.), 

ubicado en el Laboratorio Nacional de Investigación en Imagenología e Instrumentación Médica 

en la Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, en la Ciudad de México. En otro 

grupo de animales se realizaron los estudios a las 24 h después de la MCAOt para contar con la 

información inicial de la recuperación tisular y funcional, la adquisición de estas imágenes se 

realizaron en un resonador de 7 Teslas Bruker Pharmascan 70/16 (Bruker Biospin, Ettlingen, 

Germany), ubicado en la Unidad de Resonancia Magnética del Instituto de Neurobiología de la 

Universidad Nacional Autónoma de México, ubicada en el Municipio de Juriquilla del Estado de 

Querétaro. Todos los animales se anestesiaron con isoflurano a una dosis de 5% CAM para 

inducción y 2% CAM durante la adquisición de las imágenes. Se obtuvieron secuencias Fast Spin-

Echo (FSEMS) ponderada a T2, con los siguientes parámetros: TE/TR = 35.47/3714 ms; FOV = 

64×64 mm; matriz = 256×256; resolución del voxel = 250 µm; grosor del corte = 0.5 mm. 

Secuencias Gradient-Echo 3D sequence (GE3D) ponderada a T1, con los siguientes parámetros: 

TE/TR = 2.3/4 ms; FOV = 64mmx64mm; matriz = 256x256; resolución del voxel = 250 µm; grosor 

del corte = 0.5 mm. Secuencias del tensor de difusión (DTI), Echo Planar Image Spin-Echo con los 

siguiente parámetros: TE/TR 30.5/2500 ms; FOV = 64mm × 64mm, matriz = 64 × 64, resolución del 

voxel = 1mm; grosor del corte = 1 mm, direcciones del gradiente = 6, duración del gradiente de 

difusión (δ) = 5 ms, b-values = 800 s/mm2. 

 

 

Procesamiento de datos de RM 

Las imágenes generadas por DTI fueron preprocesadas y segmentadas mediante DSI Studio 

(Carnegie Mellon University, EUA). Utilizando un modelo de reconstrucción basado en DTI para 

poder generar un mapa de tensores. A partir del DTI se realizaron las mediciones cuantitativas de 

parámetros directamente relacionados con el estado fisiopatológico del cerebro; Fracción de 

Anisotropía (FA) y los diferentes índices de difusión: Difusión media (MD), Difusión Axial (AD), 

Difusión Radial (RD). Posteriormente, se crearon las regiones de interés: corteza, estriado, cuerpo 

calloso ipsilateral y contralateral con la finalidad de lograr delimitar las regiones y analizarlas para 

dar un seguimiento de la evolución de la lesión cerebral y de recuperación axonal  
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Para las tractografías se determinó el algoritmo de la reconstrucción tridimensional [143] de 

algunos tractos nerviosos en 6 direcciones, posteriormente se crearon las regiones de interés, 

cuerpo calloso y la vía cortico-talámica. Se utilizó un umbral de anisotropía de 0.21 y un ángulo de 

30o. promediando la direccionalidad con 30% de la direccionalidad anterior para suavizar la 

trayectoria de las fibras.  

Además se utilizó el código de color convencional que indica las direcciones de los tractos 

reconstruidos en un mapa anisotrópico, donde el rojo indica direcciones en el eje X: derecha a 

izquierda, por ejemplo, las fibras del cuerpo calloso; verde indica direcciones en el eje Y: rostro-

caudal, por ejemplo, las fibras de conexiones interlobares; y azul indica direcciones en el eje Z: en 

dirección dorso-ventral, como las fibras nerviosas del haz piramidal [144-146]. 

 

Evaluación de marcadores de proteínas de citoesqueleto y crecimiento axonal 

Al término del estudio los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico (100 mg/kg) y 

perfundidos de manera transcardial con 200 mL de NaCl 0.9% w/v seguida de 250 mL de 

paraformaldehído (PFA) 4% w/v. Se extrajeron los cerebros, inmediatamente se fijaron en 4% de 

PFA por 24 h y se preservaron posteriormente en sacarosa al 30% de donde posteriormente se 

obtuvieron cortes histológicos de 40 μm con un criostato para producir series consecutivas con 

una separación de 400 μm. Estas secciones histológicas incluyeron el área del núcleo del infarto y 

de la penumbra, las secciones se incubados con solución de bloqueo (TBS con Tritón x-100 al 0.5% 

y albumina de suero bovino al 5%) por 30 min a temperatura ambiente. Luego las secciones 

fueron incubadas en flotación con anticuerpos primarios: anti-MAP-2 (1:200; Invitrogen PAS-

17646) y anti-TUJ-1 (1:200 Merk-Millipore, MAB380), por 48 h a 4°centígrados. Posteriormente se 

lavaron las secciones en 3 tiempos con solución (TBS con Tritón X-100 al 0.5%), cada una por 10 

min en agitación constante. Y finalmente se incubaron con los anticuerpos secundarios: Alexa 

Fluor 488-contra ratón y Alexa 546 contra conejo (ambos a 1:300; ThermoFisher Scientific, 

A32723, A11035) en solución (TBS con Tritón X-100 al 0.5%) por 2 horas a temperatura ambiente 

en oscuridad. Las imágenes fueron analizadas en un microscopio confocal Zeiss LSM 800 usando el 

objetivo de 20x, para la reconstrucción en z, se tomaron en promedio 45 microfotografías cada 

0.5 μm, con promedio de 45. 
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Evaluación histológica de tractos axonales 

Para estas determinaciones se realizó la administración de la subunidad B de la toxina del cólera 

(CT-B; 1% v/v en 2 l, Sigma) conjugada con Alexa-fluor 488 mediante inyección i.c.v. en el 

hemisferio ipsilaterial al infarto (AP: -0.5, ML: -3 y DV: -5.0 mm a partir de Bregma) 72 h antes de 

sacrificar las ratas. Al momento del sacrificio los animales se anestesiaron con pentobarbital 

sódico, posteriormente se extrajeron los cerebros y se congelaron con isopentano a -80°C. Dos 

días después se realizaron cortes histológicos de 40 μm, utilizando un criostato y posteriormente 

se analizaron en un microscopio confocal Zeiss LSM 800, usando el objetivo de 20x, para la 

reconstrucción en z, se tomaron en promedio 45 microfotografías cada 0.5 μm, con promedio de 

45.  

 

Evaluación neurofuncional 

Para evaluar el deterioro neurofuncional de los animales sujetos a t-MCAo se les aplicó una 

batería de evaluaciones neurológicas a las 24 h, 7, 14 y 21 días después de producido el infarto 

isquémico. Se realizó con un test para cuantificar el grado de deterioro neurológico en una escala 

de 28 puntos, considerando el 0 como la máxima afectación neurológica y 28 la ausencia de  

alteraciones, con fundamento en reportes anteriores [147, 148], con ligeras modificaciones. La 

severidad de la deficiencia neurofuncional se evaluó con los parámetros que incluyen pruebas de 

función motora y sensorial: movimiento libre dentro de la jaula, comportamiento circular, 

estímulo doloroso, tracción prensil, cola suspendida, postura, prueba del cilindro, marcha. 

estímulo en hemicuerpo y estímulo en vibrisas. 
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Ítem Actividad Puntaje 
   

Movimiento libre dentro de 
la jaula (5 min) 

 

Adinamia: no se mueve, ni explora la caja a pesar 
del estimulo externo. 0 

Hipodinamia: se mueve y/o explora la caja de 
evaluación por menos de 10 s. con movimientos 
escasos 

1 

Ligera hipodinamia: Se mueve y/o explora la caja 
de evaluación al menos 10 s. y no se translada al 
borde de la caja 

2 

Se mueve y/o explora por más de 20 s la caja de 
evaluación toda la caja 3 

   

Comportamiento circular 
levógiro 

No se mueve incluso con ante el estímulo 0 
Comportamiento circular ante el estímulo 1 
Comportamiento circular espontáneo 2 
No tiene comportamiento circular 3 

   

Estímulo doloroso 
(aducción del miembro 

torácico después de 
presionar ligeramente los 

dedos) 

Movimiento asimétrico, aducción mínima del 
miembro contralateral a la lesión, permanece en 
el lugar 

0 

Movimiento asimétrico, aducción incompleta 
con paresia del miembro torácico afectado por 
la lesión, permanece en el lugar incluso con 
estímulo. 

1 

Movimiento asimétrico, aducción incompleta 
con paresia del miembro torácico afectado por 
la lesión, pero se aleja del estímulo doloroso 

2 

Movimiento simétrico de los miembros torácicos 
y se aleja del estímulo doloroso 3 

Tracción prensil  
(evalúa la fuerza y el 

equilibrio del animal al ser 
puesto sobre una reja) 

Cae sin intentar sostenerse de la reja 0 
Movimiento asimétrico, incapaz de soportar el 
peso de su cuerpo con el miembro torácico y 
pélvico del lado afectado. 

1 

Movimiento asimétrico, incapaz de soportar el 
peso de su cuerpo con el miembro anterior 
afectado, pero si con el posterior del lado 
afectado. 

2 

Movimiento simétrico, es capaz de soportar el 
peso de su cuerpo con ambos miembros 
torácicos 

3 

Cola suspendida 
En posición suspendida inmóvil, sin intentar 
incorporarse 0 

Elevar el cuerpo, pero se arquea  1 



Estudio de los mecanismos de regenerac ión axonal modulados por exosomas der ivados  de  astroc itos después 
del infarto cerebral isquémico  

19 
 

Eleva el cuerpo indistintamente por ambos lados 2 
   
   

Postura 

Miembro torácico y pélvico contralateral a la 
lesión, con incapaces de sostener el peso del 
cuerpo, el cuerpo descansa en la mesa sobre el 
lado afectado por la lesión 

0 

Miembro torácico contralateral a la lesión, es 
incapaz de sostener el peso del cuerpo 1 

Cabeza inclinada hacia al lado contralateral a la 
lesión 2 

Postura simétrica 3 
   

Prueba del cilindro 

No se eleva 0 
Se eleva pero no apoya el miembro torácico 
contralateral a la lesión 1 

Se eleva y apoya los miembros anteriores en la 
pared simétricamente. 2 

Marcha 

No apoya el miembro torácico contralateral a la 
lesión, durante la marcha 0 

Arrastra el dorso el miembro torácico 
contralateral a la lesión durante la marcha  1 

Apoya el lado cubital del miembro torácico 
contralateral a la lesión durante la marcha  2 

 Marcha simétrica 3 
   

Estímulo de hemicuerpo 
contralateral a la lesión 

Sin respuesta bilaterales  0 
Sin respuesta en hemicuerpo contralateral a la 
lesión 1 

Sin respuesta en hemicuerpo torácico 
contralateral a la lesión 2 

Respuesta simétrica 3 
   

Estímulo de vibrisas 

Sin respuesta en vibrisas bilaterales  0 
Sin respuesta en vibrisas contralaterales a la 
lesión 1 

Moderada respuesta en vibrisas contralaterales 
a la lesión 2 

Respuesta simétrica 3 
   

TOTAL  28 
La puntuación máxima alcanzada es de 28 (sin deficiencia neurofuncional) y la mínima es de 0 
(deficiencia neurofuncional severa). 
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Caracterización electrofisiológica de la función axonal  

Para determinar si los exosomas promueven la preservación de la función sináptica en áreas 

afectadas, determinamos la integridad de las respuestas electrofisiológicas durante la 

estimulación eléctrica del cuerpo calloso. Para esto, se realizaron registros electrofisiológicos en 

animales intactos y de 21 d post-MCAOt. Animales intactos n=2, animales sometidos a MCAOt con 

administración i.c.v. de vehículo (NaCl 0.9 % w/v; n=4), animales sometidos a MCAOt con 

administración i.c.v. de exosomas aislados de cultivos primarios de astrocitos bajo condiciones de 

normoxia (EN; n=4), animales sometidos a MCAOt con administración i.c.v. de exosomas aislados 

de cultivos primarios de astrocitos bajo condiciones de hipoxia (EH; n=4), que fueron anestesiados 

con isoflurano (5% CAM inducción, 1.5-2% CAM mantenimiento, PO2 de 400 ml) y se les mantuvo 

a una temperatura corporal de 35°C con una almohadilla térmica. Las respuestas fueron evocadas 

a través de la estimulación directa del cuerpo calloso ipsilateral utilizando un electrodo bipolar 

trenzado de acero de 0.005 pulgadas de diámetro colocado en las coordenadas AP +0.2 mm, ML 

+1 mm, DV -3.7 mm. [149] La estimulación fue suministrada por un estimulador Grass S48. Las 

respuestas evocadas fueron registradas por medio de un electrodo monopolar de acero de 0.005 

pulgadas de diámetro, colocado en las coordenadas AP + 0.2 mm, ML +1 mm, DV -3.7 mm [149] 

con una unidad PSIU6, la cual envía la señal a un amplificador Grass P5. Posteriormente, la señal 

fue digitalizada para su almacenamiento y análisis en una computadora provista del software 

“Data Wave”. Las señales electroencefalográficas fueron monitoreadas en todo momento del 

registro.  

Con la finalidad de evaluar el nivel de excitabilidad basal de la vía de proyección del cuerpo calloso 

ipsi-contra lateral se construyó una curva entrada/salida (I/O) para un rango determinado de 

valores de estimulación. Esto se logra midiendo la relación entre la entrada de corriente del 

cuerpo calloso ipsilateral y la salida de voltaje en el cuerpo calloso contralateral (I/O) utilizando 

múltiplos (x1 a x10) de una intensidad de corriente basal (x mA). La intensidad basal fue 

determinada como la estimulación (en mA) necesaria para evocar una respuesta de 0.10 mV 

[150]. Esta curva se construyó para los componentes 1 y 2 de la señal electrofisiológica del cuerpo 

calloso. 
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5. Resultados 

La suspensión de exosomas aislados a partir del medio condicionado de cultivos primarios de 

astrocitos bajo condiciones de normoxia (NxEV) o hipoxia (HxEV), se administraron a través de 

una inyección estereotáxica i.c.v. en el hemisferio contralateral al infarto en las ratas sometidas a 

MCAO 30 min después del inicio de la reperfusión para caracterizar sus efectos en la evolución del 

Infarto cerebral isquémico. (Figura 1). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Representación esquemática de los tiempos de la estrategia experimental. En un 
modelo de infarto/reperfusión por oclusión transitoria de la arteria cerebral media (MCAO) en 
ratas Wistar, se administran en el hemisferio contralateral al infarto por inyección estereotáxica 
intracerebroventricular (i.c.v.) 30 min después del inicio de la reperfusión las suspensiones de 
exosomas a partir del medio condicionado de cultivos primarios de astrocitos bajo condiciones de 
normoxia (NxEV) o hipoxia (HxEV) para caracterizar sus efectos en la evolución del Infarto. 
 

5.1  Favorece la recuperación espontánea la administración de exosomas 

después del infarto 

Al evaluar la lesión producida por la MCAOt, a través de RM por secuencias FSEMS ponderada a 

T2, mostró principalmente alteraciones en la región del estriado que corresponde al foco del 

infarto y la porción de la corteza motora primaria y somatosensorial que corresponde a la 

penumbra, en las primeras 24 h (Figura 2A), realizando el seguimiento completo de la evolución 

de la recuperación del infarto cerebral en el mismo individuo en cursos temporales (7, 14 y 21 d) 

la lesión se mantuvo en la zona del estriado y corteza somatosensorial, mientras que en la corteza 

motora primaria disminuyo considerablemente (Figura 2B).  

A las 24 h fue evidente la reducción significativa del volumen de infarto en los animales que 

recibieron la administración i.c.v. de exosomas derivados de astrocitos sometidos a condiciones 

de normoxia (NxEV) en comparación con el grupo control (p= 0.0045 para NxEV y p=0.0048 para 
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HxEV, ANOVA 2 vías con Tukey, Figura2C). En este tiempo de estudio no hubo diferencia entre 

NxEV y HxEV (p=0.9996), pero la diferencia se hizo evidente en el transcurso del tiempo. 

Para el día 7 de seguimiento de la evolución de recuperación del infarto, observamos que la 

administración de exosomas en comparación con el grupo control (p= 0.0001 para EN y p=0.0001 

para EH, ANOVA 2 vías con Tukey, Figura2C), continuó favoreciendo la reducción del volumen de 

infarto con diferencia significativa entre NxEV y HxEV (p<0.0008 ANOVA 2 vías con Tukey, Figura 

2C). Para el día 14 de recuperación del infarto, observamos que la administración de exosomas en 

comparación con el grupo control (p= 0.0002 para NxEV y p=0.0001 para HxEV, ANOVA 2 vías con 

Tukey, Figura2C) disminuyo el volumen de infarto con una diferencia significativa entre NxEV y 

HxEV (p=0.0002, ANOVA 2 vías con Tukey, Figura 2C).  

Específicamente en el día 21 después del infarto, los valores de p fueron de = 0.0021 para NxEV y 

<0.0001 para NxEV comparado con el grupo control, y 0.0001 entre NxEV y HxEV (Figura 2C), 

demostrando que la administración de exosomas después de la fase de reperfusión contribuyo 

gradualmente a la reducción del volumen de infarto.  
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Figura 2. La administración intracerebroventricular de exosomas derivados de astrocitos reduce 
el volumen de infarto en ratas después de MCAOt. A. Determinación del volumen infarto por 
resonancia magnética (RM) 24 h después del MCAOt en ratas tratadas con vehículo, exosomas 
derivados de astrocitos sometidos a condiciones de normoxia (NxEV) e hipoxia (HxEV). Las 
imágenes de la izquierda muestran cortes coronales de secuencias FSEMS ponderada a T2, del 
lado derecho se muestra una representación esquemática del área de infarto en amarillo. B. 
Muestra el curso temporal de imágenes de RM en los diferentes grupos a las 7, 14 y 21 días 
postisquemia. Las imágenes de RM muestran el estriado, corteza motora primaria y 
somatosensorial afectadas y la reducción de las áreas afectadas en el transcurso del tiempo. C. 
Cuantificación del volumen de infarto determinado a partir del volumen total del cerebro, 
cuantificación del volumen en color azul oscuro y el volumen del cerebro afectado expresado en 
porcentaje después del infarto cerebral en azul claro. Los datos muestran una media ± S.E.M. con 
una n=4 animales por grupo. ANOVA de dos vías seguido de Tukey post hoc. 
 

 

 

 

 

A 

B 

C 



Estudio de los mecanismos de regenerac ión axonal modulados por exosomas der ivados  de  astroc itos después 
del infarto cerebral isquémico  

24 
 

 



Estudio de los mecanismos de regenerac ión axonal modulados por exosomas der ivados  de  astroc itos después 
del infarto cerebral isquémico  

25 
 

 

5.3  La administración de exosomas facilita la recuperación estructural del 

tejido afectado después del infarto  

Realizamos el análisis de las imágenes obtenidas de las secuencias en difusión de RM, para 

evaluar el efecto de la administración de exosomas en la evolución de la recuperación del tejido 

cerebral después del infarto. Medimos la difusión media, que es una determinación cuantitativa 

que nos proporciona una medida general de integridad de la estructura tisular, ya que refleja la 

densidad celular y de la membrana, el cual se incrementa significativamente en el edema y la 

necrosis derivados de la lesión producida por el infarto cerebral. 

Los valores basales de la difusión media oscilan alrededor de 6x10-4mm2/ms en el cuerpo calloso, 

3x10-4mm2/ms en el estriado y 4x10 -4mm2/ms en la corteza. Los valores prácticamente se 

duplicaron en todas las estructuras analizadas en ratas que se sometieron a la MCAOt a las 24 h 

después del infarto, independientemente del tratamiento. 

Para el análisis de MD en el lado ipsilateral del cuerpo calloso a las primeras 24 h los animales 

tratados con HxEV mostraron una MD mejor preservada (p< 0.0001, ANOVA 1 vía, media = 9.58 

x10-4mm2/ms, D.E.= 0.46) comparado con el grupo control (media = 10.9 x10-4mm2/ms, D.E.= 

0.14), pero sin diferencia con el grupo tratado con ExEV (media = 10.20 x10-4mm2/ms, D.E.=0.23), 

el cual no mostró diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo control (Figura 

3A). 

En el día 7 de estudio este valor disminuyó considerablemente en los animales que recibieron los 

exosomas. Fue evidente que los animales tratados con HxEV presentaron una MD (media = 7.03 

x10-4mm2/ms, D.E.= 0.88), más cercana a los valores promedio al día 21; incluso el grupo tratado 

con EH (p< 0.01 ANOVA 2 vías con Tukey) tuvo diferencia significativa con el grupo NxEV (media = 

7.98 x10-4mm2/ms, D.E.= 0.51), los cuales mostraron una mejoría con respecto a los animales del 

grupo vehículo (p< 0.0001 ANOVA 2 vías con Tukey, media = 10.28 x10-4mm2/ms, D.E.= 0.80).  

Para el día 21 de estudio, el grupo tratado con HxEV (media = 6.55 x10-4mm2/ms, D.E.=0.65) 

continuó siendo el grupo que mejor preservó la MD (p <0.0001, ANOVA 2 vías con Tukey, media = 

5.90 x10-4mm2/ms, D.E.=0.26) comparado con el grupo control (media = 9.58 x10-4mm2/ms, 

D.E.=0.69) (Figura 3A). 

Estas alteraciones también se reflejan, aunque en menor medida, en el hemisferio contralateral 

24 h después del infarto cerebral isquémico; los datos muestran un  incrementó en el valor de MD 
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en todos los animales sin importar el tratamiento con respecto del valor basal en los animales 

intactos (p=0.0078, ANOVA 2 vías con Tukey, media = 8.575 x10-4mm2/ms, D.E.= 0.27 para control, 

p=0.0336 para NxEV, ANOVA 2 vías con Tukey, media = 8.075 x10-4mm2/ms, D.E.= 0.36 y 

p=0.0078, para HxEV, ANOVA 2 vías con Tukey, media = 7.725 x10-4mm2/ms, D.E.= 0.26 Figura 

4A). Sin embargo al continuar con el análisis del estudio longitudinal la normalización de la MD 

después de su incremento en las primeras horas del infarto, es favorecido por la administración 

de exosomas. Interesantemente, los animales que recibieron HxEV presentan valores de MD 

similares al de los animales intactos después de 21 d del infarto (Figura 4A). 

Como señalamos anteriormente, los procesos de recuperación espontánea están fuertemente 

vinculados a la recuperación del daño axonal. Con este análisis encontramos que los exosomas 

administrados a los 30 min del inicio de la reperfusión sanguínea mejoran de manera importante 

la recuperación de los tractos axonales del cerebro. 

Al analizar los valores de la difusión axial (AD) a las 24 h posteriores al infarto, encontramos que 

todos los animales presentaban una reducción significativa de este parámetro (p=0.0024, ANOVA 

2 vías con Tukey, media = 6.175 x10-4mm2/ms, D.E.= 0.43 para control, p=<0.0001 para NxEV, 

ANOVA 2 vías con Tukey, media = 6.825 x10-4mm2/ms, D.E.= 0.11 y p=0.0004 para HxEV, ANOVA 2 

vías con Tukey, media = 7.125 x10-4mm2/ms, D.E.= 0.20 Figura 4B). El análisis de los valores de 

este parámetro indican una recuperación dependiente del tiempo en todos los grupos, sin 

embargo la recuperación se favoreció en los animales pertenecientes al grupo HxEV, seguidos por 

el grupo HxEV. Para el día 21 después del infarto, los valores de la difusión axial de todos los 

grupos en el estriado y la corteza se acercaron a los valores basales. La tendencia general de la 

recuperación del grupo HxEV fue significativamente diferente a la del grupo control, mostrando 

una diferencia significativa en el estriado y la corteza (p=0.4259 en el estriado y p<0.0001 en la 

corteza Figura 4B). 

La difusión radial es otro parámetro de DTI que evalúa la integridad axonal, en la desmielinización 

y la disminución de la densidad axonal su valor se incrementa. Observamos que en todos los 

grupos independientemente del tratamiento este valor se duplicó en el cuerpo calloso, 

prácticamente se cuadriplico en el estriado y se triplico en la corteza 24 h después del infarto 

Figura 4C. Este parámetro también mostró una recuperación dependiente del tiempo en todos los 

grupos, de manera importante la recuperación se favoreció en los animales pertenecientes al 

grupo HxEV, seguidos por el grupo NxEV. Para el día 21 después del infarto, las difusiones radiales 

del grupo HxEV (p=0.8923, ANOVA 2 vías con Tukey, media = 2.87 x10-4mm2/ms, D.E.= 0.24 Figura 
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4C) en el estriado alcanzaron prácticamente los valores basales. La tendencia general de la 

recuperación del grupo HxEV fue significativamente diferente a la del grupo control, ya que 

mostró una diferencia significativa en el estriado y la corteza (p=0.0001 en el estriado y p=0.0001 

en la corteza). 

 

Figura 3. La administración de exosomas derivados de astrocitos preserva la integridad 
estructural. A. Difusión media, B difusión axial, C difusión radial, D fracción de anisotropía que 
fueron determinados a partir de imágenes del tensor de difusión (DTI) en cuerpo calloso 
ipsilateral (columna izquierda), estriado (columna central) y corteza motora (columna derecha) a 
los 1, 7, 14 y 21 días después del infarto cerebral isquémico. La gráfica del día 1 muestra las 
alteraciones de los 4 parámetros a partir del DTI, causadas por el infarto; no existen diferencias 
estadísticas entre los animales sometidos al MCAOt tratados con vehículo (control) y los que 
recibieron EV 30 min después del comienzo de la reperfusión). 
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El último parámetro que evaluamos a partir del DTI fue la Fracción de anisotropía (FA), que esta 

relacionada con la forma en que las moléculas de agua se mueven libremente dentro a lo largo de 

los y refleja su integridad estructural. Una reducción en los valores de FA indica daño axonal. En el 

cuerpo calloso caracterizado por su formación estructural de fibras nerviosas, los valores basales 

de FA en esta estructura son más elevados que en el estriado y la corteza. A las 24 h después del 

infarto cerebral, en todos los grupos experimentales observamos que el valor basal de la FA en el 

cuerpo calloso ipsilateral disminuyó drásticamente a un tercio de su valor basal (alrededor de 

0.60), los animales tratados con NxEV mostraron una FA (p=0.029, ANOVA 1 vía, media = 0.1975, 

D.E.= 0.01), mientras que HxEV (p=0.029, ANOVA 1 vía, media = 0.215, D.E.= 0.01), mejor 

preservada comparado con el grupo control (media = 0.14, D.E.=0.03) Figura 3D. 

Al continuar con el análisis del estudio longitudinal a los 7 días, los valores de la FA se recuperaron 

de manera importante, fue evidente que los animales tratados con los exosomas (p<0.0001, 

ANOVA con Tukey, media = 0.45, D.E.= 0.02 para HxEV y para NxEV p<0.0001, media = 0.32, D.E.= 

0.02) presentaron un incremento mayor del índice de anisotropía con respecto al grupo control 

(media = 0.165, D.E.= 0.03); incluso hubo una mejora significativa en la recuperación de la FA en el 

grupo HxEV comparado con el grupo NxEV. (p<0.0001, ANOVA con Tukey) Figura 3D. Mientras 

que la FA en el grupo control se recuperó ligeramente (media = 0.195, D.E.M.= 0.05) a los 21 días 

después del infarto, se produjo una recuperación muy evidente con la administración de NxEV (p< 

0.0001, ANOVA con Tukey, media = 0.39, D.E.= 0.03) y HxEV (p<0.0001, ANOVA con Tukey, media 

= 0.51, D.E.= 0.02) con respecto al grupo control. Este último en particular, mostró un efecto 

importante sobre el incremento del valor de la FA y una clara tendencia hacia la recuperación 

dependiente del tiempo, incluso se mantuvo la diferencia entre ambos grupos tratados con 

exososmas (p<0.0001, ANOVA con Tukey) Figura 3D. 

La estructura anatómica más gravemente afectada a las 24 h después del infarto, fue el estriado, 

evidenciando una drástica disminución de la FA en todos los grupos experimentales, observamos 

que el valor de la FA disminuyó un 27% promedio de su valor basal (alrededor de 0.40). No hubo 

diferencia significativas entre los grupos experimentales (p=0.0782, ANOVA 1 vía, media = 0.12, 

D.E.= 0.006 para HxEV y para NxEV p=0.6690, ANOVA 1 vía, media = 0.11, D.E.= 0.01), comparado 

con el grupo control (media = 0.10, D.E.=0.03) Figura 3D.  

Para el día 7 y 14 de estudio este valor se recuperó de manera importante en el grupo tratado con 

HxEV (p<0.0001 ANOVA 2 vías con Tukey, media = 0.34, D.E.= 0.01 para el día 7 y para el día 14 
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p<0.0001, ANOVA 2 vías con Tukey, media = 0.37, D.E.= 0.01), mientras que en el grupo tratado 

con NxEV (p>0.9999 ANOVA 2 vías con Tukey, media = 0.21, D.E.= 0.01 para el día 7 y para el día 

14 p=0.6102, ANOVA 2 vías con Tukey, media = 0.25, D.E.= 0.01), con respecto al grupo control. 

Figura 3D. 

En el día 21 la tendencia se mantuvo, el grupo tratado con HxEV (p< 0.0001, ANOVA 2 vías con 

Tukey, media = 0.37, D.E.= 0.01) tuvo diferencia significativa con el grupo NxEV (media = 0.25, 

D.E.= 0.01), los cuales tampoco mostraron una mejoría con respecto a los animales del grupo 

control (media = 0.24, D.E.= 0.01) Figura 3D.  

Finalmente los estudios en la corteza cerebral, que es una estructura más heterogénea que la del 

cuerpo calloso y el estriado, los análisis de la FA a las 24 h mostraron que fue la estructura 

anatómica menos afectada después del infarto cerebral, ya que no hubo diferencia significativas 

entre los grupos experimentales (p=0.9999, ANOVA 1 vía, media = 0.122, D.E.= 0.01 para HxEV y 

para NxEV p=0.9999, ANOVA 1 vía, media = 0.125, D.E.= 0.005 Figura 3D), comparado con el 

grupo control (media = 0.125, D.E.=0.007) Figura 3D.  

Para el día 7 y 14 de estudio este valor se incrementó en el grupo tratado con HxEV (p<0.0001 

ANOVA 2 vías con Tukey, media = 0.24, D.E.= 0.007 para el día 7 y para el día 14 p<0.0001, ANOVA 

2 vías con Tukey, media = 0.25, D.E.= 0.01), mientras que en el grupo tratado con NxEV (p=0.0013 

ANOVA 2 vías con Tukey, media = 0.19, D.E.= 0.007 para el día 7 y para el día 14 p=0.1931, ANOVA 

2 vías con Tukey, media = 0.20, D.E.= 0.007), con respecto al grupo control Figura 3D.  

De manera relevante para el día 21 de estudio, el grupo tratado con HxEV (p<0.0001, ANOVA 2 

vías con Tukey, media = 0.26, D.E.= 0.007) tuvo diferencia significativa con el grupo control (media 

= 0.24, D.E.= 0.007) y con el grupo NxEV (media = 0.21, D.E.= 0.007), estos últimos no mostraron 

una mejoría con respecto a los animales del grupo control (p=0.1931, ANOVA 2 vías con Tukey, 

media = 0.19, D.E.= 0.007 Figura 3D). 

El infarto cerebral afecta a todas las estructuras anatómicas del cerebro y el daño parece no estar 

restringido exclusivamente al área particular donde ocurre la oclusión del flujo sanguíneo. 

Nuestro estudio de RM muestra que el hemisferio contralateral a la lesión, tuvo cambios en los 

valores de los parámetros con los que podemos determinar la severidad de la lesión, con el 

tiempo estos parámetros se normalizaron y la administración de los exosomas mejoró la 

recuperación. La corteza contralateral y el estriado mostraron cambios más sutiles en la MD que 

se normalizaron (valor basal alrededor de 5.6 x10-4mm2/ms,) en 14 días en el grupo HxEV (media = 

0.6.02 x10-4mm2/ms, D.E.= 0.10) y a los 21 d para el grupo NxEV (media = 6.05 x10-4mm2/ms, D.E.= 
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0.10) Figura 4D. De manera similar, la difusión axial del cuerpo calloso y la corteza contralateral se 

recuperaron casi por completo al día 21 de la administración de los exosomas.  

Finalmente, la FA de las estructuras anatómicas contralaterales mostraron un patrón de 

recuperación similar al del hemisferio ipsilateral con la administración de los exosomas, en el 

estriado (media = 0.24, D.E.= 0.01) y la corteza (para NxEV, media = 0.34, D.E.= 0.01 y para HxEV, 

media = 0.39, D.E.= 0.01), mostraron una recuperación completa con la administración de HxEV 

Figura 4D. 
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Figura 4. Cambios en los valores registrados a partir del DTI en el hemisferio contralateral. A. 
Difusión media, B difusión axial, C difusión radial, D fracción de anisotropía que fueron 
determinados a partir de imágenes del tensor de difusión (DTI) en cuerpo calloso ipsilateral 
(columna izquierda), estriado (columna central) y corteza motora (columna derecha) a los 1, 7, 14 
y 21 días después del infarto cerebral isquémico. La gráfica del día 1 muestra las alteraciones de 
los 4 parámetros a partir del DTI, causadas por el infarto; no existen diferencias estadísticas entre 
los animales sometidos al MCAOt tratados con vehículo (control) y los que recibieron EV 30 min 
después del comienzo de la reperfusión. Las gráficas muestran los valores mínimos y máximos 
dentro de cada grupo, el rango de dispersión de Q1 a Q3 y la media, n=4. El sombreado de la 
barra horizontal en cada gráfica indica el lapso de ± 1 D.E. con respecto a los valores de referencia 
del grupo intacto. Las diferencias estadísticamente significativas en la tendencia de recuperación 
se indica entre los grupos con medidas ANOVA de dos vías seguido de Tukey post hoc de y 
también se indican los cambios a lo largo del tiempo dentro de cada grupo. ANOVA de dos vías 
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seguido de Tukey post hoc. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001.
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A partir de las imágenes generadas por DTI que nos proporciona un campo vectorial 

tridimensional, en el cual cada vector representa la orientación de las fibras, generamos la 

representación gráfica para poder visualizar la recuperación de los tractos favorecida por la 

administración de los exosomas (Figura 5, muestra las regiones de interés donde se colocaron las 

semillas para generar las tractorarías). También se generaron imágenes a partir del DTI de algunas 

regiones afectadas por el infarto cerebral, los tractos del cuerpo calloso se muestran en la Figura 

6e y se muestra una porción del tracto corticoestriatal en la Figura 6f.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Representación 3D de la segmentación de los tractos neurales basada en imágenes de 
Tensor de Difusión del cuerpo calloso (a), tracto corticoestriatal (b) del cerebro de rata. Regiones 
de interés donde se colocaron las semillas para generar las tractografías, cuerpo calloso (AP 0.2 de 
Bregma) (c) y vía corticoestriatal (AP -2.8 de Bregma) (d). 
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5.4  La preservación de las fibras nerviosas de las proyecciones aferentes y 

eferentes del núcleo talámico ventral posterolateral (VPM) a la corteza es 

promovida por la administración de exosomas derivados de astrocitos. 

Generamos las tractografías in vivo a partir del DTI para llevar a cabo la reconstrucción completa 

3D de los tractos del cuerpo calloso y de la vía corticotalámica (Figura 6) para compararlo con los 

cerebros de los grupos sometidos al infarto isquémico. 

Posteriormente se realizaron tractografías de las fibras nerviosas del cuerpo calloso a los 21 d 

después del infarto isquémico, la visualización mostró que el número de fibras que se pudieron 

reconstruir en el grupo control fue significativamente limitado y los tractos se visualizan 

altamente desorganizados. En las reconstrucciones del grupo NxEV y HxEV, la longitud de los 

tractos es más grande con respecto al grupo control y el número de fibras reconstruidas también 

incrementa significativamente. (Figura 6A). 

Por otra parte se sabe que la interacción recíproca entre el tálamo y la corteza cerebral mediada 

por las proyecciones talamocorticales regulan las capacidades sensitivo-motoras y cognitivas en 

los mamíferos, así como su ajuste dinámico en los diversos estados conductuales [151], por lo 

anterior se realizaron tractografías de las fibras nerviosas de las proyecciones aferentes y 

eferentes del núcleo talámico ventral posterolateral (VPM) a la corteza (Figura 6B). Derivado de lo 

anterior, observamos en la tractografía del grupo tratado con vehículo (control) a los 21 d 

después del infarto isquémico, la perdida de la trayectoria de las fibras nerviosas en gran parte los 

núcleos VPM que van hacia la corteza fronto-parietal y somatosensorial, aunado a gran 

desorganización en las proyecciones (Figura 6B). En la tractografía del grupo tratado con NxEV la 

mayor pérdida y desorganización está presente en los tractos neurales de los núcleos VPM que 

van hacia la corteza parietal y temporal (Figura 6B), pero es menor que en la tractografía del 

grupo control, en el grupo tratado con HxEN también hay pérdida y ligera desorganización en las 

proyecciones de los núcleos VPM hacia la corteza parietal y temporal (Figura 6B) pero es menor 

comparada con tractografía del grupo tratado con NxEV. 
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Figura 6. Tractografías basada en imágenes de Tensor de Difusión DTI in vivo. Reconstrucción de 
los tractos neurales del Cuerpo calloso y de la vía corticoestriatal del hemisferio ipsilateral, 
incluyendo la trayectoria de los núcleos VPM y VPL que van hacia la corteza fronto-parietal y 
somatosensorial. Cada imagen corresponde a la representación de una rata de cada grupo 
experimental al día 21 después del infarto. Los colores de los tractos indican la orientación de las 
fibras: fibras transversales (rojo), fibras rostro-caudales (verde) y fibras dorso-ventrales (azul). 
.
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5.5  Correlaciones estructurales de fibras nerviosas con resonancia magnética. 

Evaluamos la integridad de las fibras nerviosas del cerebro utilizando marcadores de 

inmunofluorescencia, Proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP-2) y tubulina III (TUJ-1), en todos 

los grupos experimentales a los 7, 14 y 21 d después del MCAOt. 

Al analizar el tejido en el periodo de recuperación del infarto cerebral del tejido estriado, área 

adyacente al foco isquémico y el tejido que compromete una parte importante de la corteza 

cerebral ipsilateral, la mayor pérdida de los procesos dendríticos se encontró al día 7 después del 

infarto, con una disminución pronunciada de las células con inmunofluorescencia + de MAP-2 y 

TUJ-1, en los grupos controles en contraste con los grupos tratados con exosomas mostraron un 

incremento en las células reactivas, menor fragmentación de axones, dendritas y una mayor 

cantidad de microtúbulos (Figura 7). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. La administración de exosomas derivados de astrocitos promueve la recuperación de 
la integridad del tejido afectado después del infarto isquémico. 
Microfografías representativas de secciones de 40 μm de espesor con inmunotinción de MAP-2 en 
rojo (Alexa Fluor 647) y TUJ-1 en verde (Alexa Fluor 488), de cada grupo experimental. Las 
imágenes muestran la evolución de la recuperación del tejido en la corteza motora ipsilateral 
afectada y el estriado dorsal a los 7, 14 y 21 días después del infarto isquémico. Las 
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microfotografías son proyecciones confocales en Z de 10-15 cortes ópticos. Barras de escala: 50 
µm. 
 
 
En los siguientes puntos de tiempo de evaluación después del infarto, fue evidente un aumento 

dinámico temporal en la marca de microtúbulos MAP-2 + y de TUJ-1 + en todos los grupos se 

produjo una recuperación gradual, aunque limitada en el grupo control los cuales presentaron 

mayor fragmentación de microtúbulos y mayor pérdida de inmunofluorescencia de MAP-2 y TUJ-1 

en el cuerpo estriado (Figura 7). 

A los 21 d la recuperación del tejido fue evidente para todos los grupos, ya que todos mostraron 

un aumento  de la inmunofluorescencia de MAP-2 en la zona límite exterior de la corteza cerebral 

ipsilateral, sin embargo el grupo control mostró fibras estructuralmente alteradas en cuanto a su 

morfología y es importante destacar que el grupo HxEV se caracterizó por una marca uniforme 

sobre todo en la corteza cerebral con anti-MAP-2 y anti-TUJ-1 en los procesos dendríticos de dicha 

zona, sin embargo los EV no favorecieron a proporcionar forma en cuanto a la organización de las 

fibras, como lo podemos viasualizar en la direccionalidad de los tractos (Figura 7). 

En general la recuperación de los procesos neurales + a MAP2 y TUJ 1 se correlaciona 

positivamente con los parámetros de RM descritos anteriormente, con los análisis histológicos y 

las determinaciones obtenidas de las mediciones del DTI.  

Los datos anteriores indican una remodelación activa del cerebro después del infarto isquémico, 

caracterizada por una mayor proliferación de microtúbulos principalmente en la corteza cerebral 

que sufre muerte celular secundaria en comparación con las áreas estriatales proximales a la 

región del foco isquémico ipsilateral; también confirman los hallazgos por RM que encontramos, 

los cuales sugieren mayor integridad estructural de los axones y mejor organización en el grupo 

HxEV, con respecto al grupo NxEV con respecto al control (Figura 7). 

Aunque la administración de los exosomas facilitó la recuperación de la arquitectura neuronal del 

cerebro, intentamos descubrir si el tratamiento con los exosomas también permitía el crecimiento 

de axones desde el núcleo de la lesión en el estriado hacia las áreas corticales. Al día 14 después 

del infarto, inyectamos la subunidad B de la toxina del cólera, que es transportada de manera 

retrógrada por los axones y le dimos seguimiento al transporte axonal a través de la localización 

de la tinción fluorescente en las regiones corticales al día 21 después del infarto (Figura 8). 

Evidentemente encontramos que el infarto causó, una pérdida drástica de proyecciones 

estriatales hacia la corteza somatosensorial y motora. La administración de los exosomas no 
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recuperó ligeramente las inervaciones pérdidas y promovió la reorganización de las proyecciones 

hacia el área cortical. Los patrones de reorganización de los grupos tratados con los exosomas 

fueron notablemente similares entre NxEV y HxEV. Observamos en nuestros experimentos que la 

corteza motora se preservó, posiblemente por el tamaño pequeño del infarto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. La administración de exosomas derivados de astrocitos promueve la recuperación del 
trasporte axonal después del infarto isquémico. 
Microfografías confocales representativas de secciones de 40 μm de espesor con inmunotinción 
(Alexa Fluor 488), de cada grupo experimental. La administración de la subunidad B de la tóxina 
del cólera, que se trasporta retrógradamente a través del sistema axonal, se realizaron al día 14 
después del infarto, para darle seguimiento a través de la localización de la tinción fluorescente 
en las regiones corticales al día 21 después del infarto. Barras de escala: 50 µm. 
 
 
5.6  Recuperación de la funcionalidad axonal en el cuerpo calloso después del 

infarto isquémico. 

El CAP se ha caracterizado por tener una forma de onda bifásica con un componente temprano 

generado predominantemente por axones mielinizados de conducción rápida (N1) y un 

componente posterior que refleja axones no mielinizados más lentos (N2)[152, 153] (Figura 9A). 

Los CAPs in vivo evocados en el cuerpo calloso de los animales pertenecientes a todos grupos de 

estudio, mostraron una forma de onda bifásica consistente con investigaciones previas [154, 155] 

(Figura 9B), con un pico N1 en una latencia media de 4.82 ± 0.31 ms, y el pico de N2 a 16.19 ± 

0.49 ms. El análisis de regresión no lineal de la relación de I/O mostro diferencias significativas 

entre los grupos para los picos de P1 y P2 (p <0.001). Para ambos componentes, los animales 

pertenecientes al grupo intacto mostraron las amplitudes más grandes, mientras que los animales 
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pertenecientes al grupo tratado con vehículo mostraron las amplitudes más bajas con diferencias 

significativas (p <0.001). La administración de exosomas mostraron amplitudes del CAP mayores a 

los animales del grupo control y menores a los animales del grupo intacto. Sin embargo, no se 

encontraron diferencias significativas entre los grupos NxEV y HXEV, para ambos picos. La 

amplitud del pico N2 no mostró diferencias significativas entre los animales pertenecientes al 

grupo control y los animales del grupo HxEV (Figura 9C). 

Los datos de los CAPs sugieren que la administración i.c.v. de los exosomas a los 30 min después 

del infarto isquémico, preservan de manera importante la integridad y funcionalidad de los 

axones mielinizados y no mielinizados.
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Figura 9. Recuperación de CAP después de la administración de exosomas. A. Representación de 
la colocación del electrodo que muestra el sitio de estimulación (S) y registro (R) en un plano 
coronal. B. La onda del potencial de acción compuesto (CAP) muestran un componente temprano 
(N1) y uno tardío (N2), generados por axones mielinizados y no mielinizados, respectivamente. Las 
líneas discontinuas en los CAP explican las mediciones de amplitudes de pico desde sus bases 
proyectadas. C. CAP evocados que representan el nivel de estimulación máxima para los grupos 
intacto (intact), control, exosomas normoxia (NxEV) e exosomas hipoxia (HxEV). D. Gráfica de 
curvas de I/O para el componente N1 para los grupos intact, control, NxEV y HxEV. p <0,001. E. 
Gráfica de curvas de I/O para el componente N2 para grupos intact, control, NxEV y HxEV. p 
<0,001. 
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5.7  Recuperación neurofuncional después del infarto isquémico. 

El desempeño neurológico de los animales fue un hallazgo muy relevante, pues reafirma los 

resultados descritos con anterioridad. El análisis de la recuperación funcional se realizó a través 

de pruebas de función motora, sensorial y la integración de ambos en la medición de los efectos 

funcionales del infarto isquémico, en la que los déficits en las tareas específicas se reflejan con un 

menor puntaje.  

A las 24 h en la evaluación de la función integrada (motora y sensorial) del grupo HxEV (p<0.0001, 

ANOVA 2 vías con Tukey) presentaron desde el inicio un menor déficit neurofuncional 

comparadas con el grupo NxEV, aunque en ambos hubo una recuperación gradual a través del 

tiempo, de igual manera el grupo NxEV (p<0.0001, ANOVA 2 vías con Tukey) tuvieron un menor 

déficit de la función sensorial y motora en contraste con el grupo control, las cuales tuvieron la 

menor recuperación a lo largo del tiempo (Figura 10). 

En la evaluación neurofuncional general del día 7 y 14 de recuperación después del infarto, la 

recuperación del grupo HxEV tuvo una diferencia significativa (p<0.0001, ANOVA 2 vías con Tukey) 

con respecto al grupo NxEV y al grupo control, los cuales mantuvieron esa disfunción 

neurofuncional hasta los 21 d. El grupo NxEV también mantuvo una diferencia significativa 

(p<0.0001, ANOVA 2 vías con Tukey) en comparación con el grupo control (Figura 10). 

A los 21 días fue muy relevante la mejoría en el grupo HxEV (p=0.0408 ANOVA 2 vías con Tukey y 

p<0.0001 ANOVA 2 vías con Tukey) con respecto al grupo NxEV y al grupo control, 

respectivamente (Figura 10). 

Por tanto, la administración de exosomas favorece a lo largo del tiempo la recuperación motora y 

sensorial después del infarto cerebral isquémico. 
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Figura 10. La recuperación neurofuncional después del infarto isquémico es promovida por la 
administración de exosomas. Comparación del desempeño neurofuncional en ratas 
pertenecientes a todos los grupos experimentales durante 21 días posteriores al infarto. Muestra 
la media ± S.E.M. de las mediciones realizadas en 4 ratas por grupo en el transcurso del tiempo.  
La evaluación neurológica se realizó a través de pruebas de función motora, sensorial y la 
integración de ambos. Las gráficas muestran la evaluación inicial 24h, 7, 14 y 21 días de cada rata 
en los tiempos de evaluación. ANOVA dos vías seguido por Tukey post hoc.  
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6. Discusión 

En este trabajo demostramos que los exosomas derivados de astrocitos sometidos a condiciones 

de normoxia e hipoxia favorecen la recuperación después del infarto isquémico, incluso los 

últimos tienen una mayor capacidad de reparación. Después del infarto, la reorganización del 

cerebro comienza en la fase de reperfusión y se produce cierto grado de recuperación 

espontánea; sin embargo, existe evidencia limitada sobre los mecanismos moleculares 

subyacentes a esta recuperación posterior al evento isquémico [128].  

Ante el daño isquémico los astrocitos muestran menor susceptibilidad a morir que las neuronas y 

reaccionan a través de un proceso biológico complejo, son capaces de producir una amplia 

variedad de moléculas pro y antiinflamatorias, cuya secreción es mediada por moléculas de 

señalización para regular la inflamación [129]. Los astrocitos son una población celular 

heterogénea que intervienen en el correcto funcionamiento de cerebro. Específicamente los 

astrocitos de tipo A2 favorecen una respuesta neuroprotectora en la región lesionada[130], éstos 

son principalmente reparadores al dirigir vías de señalización que intervienen en la regulación de 

la angiogénesis siendo muy importantes para la formación de vasos sanguíneos[156, 157], ya que 

secretan factores angiogénicos como VEGF-A [158]. También favorecen la recuperación del tejido 

dañado a través de la regulación positiva de factores neurotróficos como NGF, BDNF, [131], 

estimulador de la neurogénesis con una función importante en el desarrollo neurológico normal, 

GDNF [132], que participa estimulando y controlando la neurogénesis debido a sus propiedades 

de neuroprotección [133, 134]. Por otra parte, se ha demostrado que los astrocitos participan 

activamente en la sinaptogénesis tras la lesión isquémica. Sin embargo, los astrocitos con fenotipo 

A1 son perjudiciales para la recuperación al favorecer la inflamación y por tanto la degradación 

del tejido, también generan moléculas de señalización incluida la excitotoxicidad a través de la 

regulación a la baja de GLT-1 y la liberación de efrina-A5 que inhibe el crecimiento axonal [106, 

128]. 

Estudios in vitro demuestran que los cultivos de astrocitos, están libres de microglía activada, es 

decir, astrocitos reactivos que promueven la muerte neuronal y de oligodendrocitos [159], 

generando un ambiente inhibitorio extrínseco que limita el crecimiento axonal después del daño 

cerebral. En estas condiciones de cultivo también constituyen una población heterogénea, 

conformada por el astrocito típico que representa aproximadamente el 70% del cultivo celular, los 
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cuales promueven la adhesión y el crecimiento de neuritas en las neuronas y el astrocito atípico 

que inhibe tales procesos [160].  

El sistema de tráfico vesicular es altamente dinámico y es un proceso celular complejo que 

organiza tanto el transporte de proteínas y moléculas solubles a través del citoplasma, como de 

moléculas que son secretadas y constituyen la base de la comunicación intercelular [161].  

En enfermedades neurológicas, traumatismos nerviosos y eventos cerebrovasculares, la secreción 

de vesículas extracelulares refleja la desregulación en la homeostasis celular, así como la 

disfunción celular y tisular, pero también pueden ser señales dirigidas a disminuir el daño celular 

[128, 135]. 

En este sentido, las vesículas extracelulares, en particular los exosomas, cumplen una función 

paracrina, ya que al ser liberados al medio extracelular inducen respuestas antiapoptóticas, 

angiogénicas e inmunomoduladoras [162]. Los exosomas son moléculas lipídicas generadas por 

endocitosis membranal, que se convierten en biocontenedores que transportan y transfieren 

biomoléculas a otras células en el sistema nervioso incluyendo proteínas, lípidos, RNA y miRNAs 

[137, 138], modificando la función de las células receptoras. 

Hay evidencia que sugiere que los exosomas derivados de células madre favorecen la 

recuperación después del infarto cerebral y que pueden estar asociados a una mayor 

neurogénesis, angiogénesis y neuroprotección [163]; incluso algunos estudios indican que los 

exosomas derivados de células progenitoras modificadas genéticamente, contienen miRNAs que 

participan activamente en enfermedades neurodegenerativas [164], neurológicas, traumatismos 

nerviosos y eventos cerebrovasculares; también son mediadores de la señalización durante la 

actividad cerebral [128] 

Se ha determinado que la carga exosomal depende del tipo celular del cual son secretados [139], 

la composición de la carga de proteínas se ha relacionado con la respuesta específica del tipo 

celular a diferentes estímulos[140], al estado fisiológico o patológico de la célula donadora y a los 

mecanismos de biogénesis [141].  

En el presente estudio utilizamos la administración de una suspensión de exosomas derivados de 

los astrocitos como estrategia para facilitar la recuperación del tejido dañado en un modelo de 

isquemia-reperfusión. En los humanos, la oclusión de la arteria cerebral media es la causa más 

común de todos los tipos de isquemia cerebral [165, 166], por tanto para estudiar la fisiopatología 

de la isquemia cerebral, la selección adecuada del modelo animal es crucial y depende, entre 

otros factores, del tipo de isquemia a estudiar permanente o transitorio, en función de la 
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fisiopatología de la reperfusión isquémica; de la intensidad de la isquemia cerebral, la integración 

motora y sensitiva, el tipo de la neocorteza y la vascularización cerebral, la duración del estudio 

experimental (estudio en fase aguda o crónica), son los factores más importantes a la hora de 

elegir un modelo de isquemia [167]. Para la selección de la especie, cepa, edad y sexo; la principal 

característica para tener en cuenta es la anatomía neurovascular que difiere entre las diferentes 

cepas. El resultado en el tamaño de la lesión isquémica va a variar en gran medida dependiendo 

de la existencia del mayor o menor número de ramificaciones colaterales que irrigan el territorio 

de la arteria cerebral media. Las especies animales con una anatomía vascular cerebral y una 

fisiología aceptablemente similar al humano son rata y ratón, ya que la anatomía del polígono de 

Willis es similar al humano en el que existe comunicación entre el sistema carotídeo anterior y el 

vertebrobasilar posterior [168, 169]. Las cepas de rata más apropiadas para la realización de estos 

modelos son la cepa Wistar, no es conveniente utilizar ratas de la subcepa Wistar Kyoto, ya que 

desarrollan un tamaño de infarto muy pequeño, al igual que la cepa Sprague Dawley, ni la 

subcepa OFA, ya que se han detectado excesiva variabilidad en el tamaño del infarto [170-172]. 

En cuanto al sexo se utilizan exclusivamente ratas macho para limitar los posibles efectos 

neuroprotectores de los estrógenos presentes en ratas hembras [173-175]. Aunque existan 

diferencias a este respecto, generalmente utilizamos animales jóvenes adultos y sanos, con una 

capacidad de regeneración notablemente superior a la del humano viejo y enfermo; sin embargo, 

utilizamos animales jóvenes porque es vital cumplir una de las premisas de la investigación en 

general y su vertiente experimental en particular, la reproducibilidad [176]. Para esto es 

indispensable la medida de la perfusión cerebral en la región irrigada por la arteria cerebral 

media, a través de flujometría con láser-Doppler para asegurar la oclusión y reperfusión de la 

arteria y corroborar el éxito de la cirugía. 

La introducción de un filamento de nylon intraluminal para ocluir el origen de la arteria cerebral 

media (ACM), produce una isquemia en todo el territorio de esta arteria, incluyendo los ganglios 

basales, que están irrigados por las arterias lenticuloestriadas. Estas ramas son arterias terminales 

que, a diferencia de las arterias corticales, no aportan colaterales a los territorios vasculares 

adyacentes. Sin embargo, la oclusión de la ACM distalmente a las arterias lenticuloestriadas 

producirá un infarto cortical [169], que simula una situación experimental similar a las 

condiciones observadas en la práctica clínica. La literatura refiere que es modelo con baja 

reproducibilidad, sin embargo, al realizar la técnica quirúrgica de manera precisa, logramos tener 

una alta reproducibilidad del modelo, con caídas de perfusión sanguínea cerebral entre 70 y 86% 
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en todos los animales incluidos en el estudio. También reportan que tiene una elevada mortalidad 

[46], lo que obliga a aumentar el número de animales utilizados en cada estudio. Sin embargo, 

con una técnica quirúrgica cuidadosa y poco invasiva y los adecuados cuidados posoperatorios a 

las ratas, nosotros logramos tener una sobrevida del 68% de los animales.  

Para determinar la evolución de la patología y dar seguimiento al tratamiento experimental, 

utilizamos estudios de resonancia magnética (RM) que es una herramienta muy útil, ya que es 

sensible a la detección de infartos cerebrales de tamaño pequeño, que aporta información 

morfológica del cerebro a nivel macroscópico. A través de la RM es posible medir diferentes 

parámetros que permiten evaluar la integridad del tejido cerebral y cómo éste cambia 

estructuralmente a lo largo del tiempo, incluso aporta múltiples parámetros cuantificables.  

La importancia de realizar estos estudios radica en mejorar el pronóstico del infarto cerebral en 

humanos, ya que puede analizarse desde aristas diferentes, y a la vez complementarias, como 

sería el pronóstico vital, neurológico y funcional. En un análisis multivariante de factores 

predictores de evolución clínica en fase aguda del infarto cerebral, observaron que el volumen de 

infarto se comporta como una variable predictora independiente del pronóstico clínico [177], en 

este trabajo identificamos de manera precisa la presencia y extensión de zonas estructuras 

anatómicas dañadas por el infarto cerebral, el estriado que corresponde al foco del infarto y la 

porción de la corteza motora primaria y somatosensorial que corresponde a la penumbra, en el 

seguimiento completo de la evolución de la recuperación del infarto cerebral en el mismo 

individuo.  

A partir de información obtenida de las imágenes por difusión se obtiene el volumen del tejido 

cerebral afectado, que es un excelente predictor del pronóstico funcional, los Institutos de Salud 

de Estados Unidos de América (NIHSS) lo considera un método de evaluación válido, reproducible 

y con fuerte predicción de mortalidad y funcionalidad a corto y a largo plazo [178], en el presente 

estudio nosotros cuantificamos el volumen y al igual que lo reportado por Gaudinski, Henning et 

al. [179], identificamos mayor déficit motor en los animales que presentaron un mayor volumen 

de infarto. En el proceso de recuperación el volumen de infarto disminuye, al igual que el déficit 

motor; de manera importante el volumen de infarto disminuye en tiempo y tamaño a mayor 

velocidad en las ratas que se administraron con la suspensión de exosomas, al igual que mejora su 

motricidad. 

A partir de imágenes ponderadas en difusión podemos obtener imágenes del tensor de difusión 

(DTI) para visualizar y cuantificar el daño estructural en los tractos de la materia blanca. Con esta 
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técnica podemos estudiar la difusión de las moléculas de agua en el cerebro y obtener diferentes 

índices, la mayoría de ellos de gran utilidad para la valoración de la materia blanca [180]. El más 

utilizado es la (FA) que proporciona información directa de la microestructura y de la 

microdinámica de los tejidos biológicos, pudiendo apreciar la dirección de movimiento de las 

moléculas de agua en cada estructura cerebral; incluso es considerado como un biomarcador de 

integridad axonal, ya que posee una alta sensibilidad en la valoración de patología de materia 

blanca, y se ve alterada (generalmente disminuida) prácticamente en cualquier proceso que la 

afecte [181].  

Tras un infarto cerebral que afecte el tracto cortico-talámico, principal vía que controla los 

movimientos voluntarios, se produce una pérdida la coordinación motora y la integración de la 

percepción de los estímulos, codificados en los circuitos de la corteza somatosensorial y el tálamo 

[182]; el daño en esas estructuras se refleja en el déficit de la motricidad de las extremidades 

anteriores [183], tal y como lo reportamos en este estudio el valor disminuido de FA en la zona de 

la corteza cerebral y el estriado, se correlaciona con el déficit motor, posteriormente en el 

proceso de recuperación, la FA se incrementa paulatinamente, al igual que el déficit motor; de 

manera importante el incremento de la FA es mayor en las ratas que se administraron con la 

suspensión de exosomas. 

También se obtuvieron otros índices de interés: MD que se asume como el coeficiente de difusión 

aparente, AD y RD que corresponden con los coeficientes de difusión en las direcciones del eje 

mayor y menor del movimiento de las moléculas de agua [184].  

La difusión se expresa numéricamente en mm/s2 y refleja el movimiento de las moléculas de agua 

en un área y tiempo de observación determinado. Estos valores estarán disminuidos en un tejido, 

si las moléculas de agua tienen restricción en su movimiento al azar por la presencia de 

membranas, paredes y/o macromoléculas [185]. En los axones recubiertos de mielina, generan 

una dirección preferente para la difusión de las moléculas de agua a lo largo de la ruta de menor 

resistencia, preferiblemente a lo largo de las mismas la AD con un valor mayor y un valor menos 

en las direcciones perpendiculares a estos tractos RD [186]. Esta característica provoca que los 

protones difundan más rápidamente por las rutas de menor resistencia. 

En este trabajo, también determinamos después del infarto isquémico los valores de la MD y el 

incremento puede ser debido a desmielinización y/o edema, observamos la disminución de la AD 

que puede indicar pérdida axonal y un aumento de la RD que se relaciona más con la 

desmielinización y la disminución de la densidad axonal; mostrando correlación con el déficit 
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motor. Y posteriormente en el proceso de recuperación espontánea, en el cual la reorganización 

axonal y los patrones histológicos en el cerebro implican recuperación, incluso crecimiento axonal 

que genera nuevas proyecciones locales o interhemisféricas [187] que han sido asociadas con la 

recuperación funcional [98], en la recuperación a lo largo del tiempo, estos valores se 

restablecieron moderadamente, al igual que el déficit motor; de manera muy evidente se 

potenció este proceso en las ratas que se administraron con la suspensión de exosomas. 

Una de las aplicaciones clínicas del DTI, es la tractografía, representación en tres dimensiones del 

trayecto que siguen los tractos neurales a partir de los valores de FA, para visualización de la 

localización anatómica y la direccionalidad del mismo representada por colores.  

Las direcciones de la difusión se representan mediante mapas de colores, por convención los 

tractos del eje "X" son color rojo, por ejemplo: las fibras del cuerpo calloso que cruzan de uno a 

otro hemisferio, los tractos del eje "Y" que representan fibras de conexión interlobular tienen 

tonalidad verde, por ejemplo: las vías ópticas que se proyectan desde la zona anterior a la 

posterior y los tractos del eje "Z", azules, estos son los tractos córticoespinales descendentes que 

van desde la corteza hasta una porción de la médula espinal [188].  

En el infarto cerebral, las tractografías permiten visualizar la degeneración de los tractos dañados, 

así como las vías afectadas por la isquemia[189].  

En este estudio después del infarto isquémico, generamos las tractografías de las fibras locales o 

interhemisféricas del cuerpo calloso, que es la estructura del cerebro que conecta y transfiere la 

información motora, sensorial y cognitiva entre los dos hemisferios. El infarto isquémico puede 

generar una lesión a nivel del cuerpo calloso, generando un déficit en la conexión de las funciones 

de ambos hemisferios para poder llevar a cabo acciones integradas y complejas, que 

correlacionan con las imágenes de tractografía que generamos. Las tractografías de las ratas que 

fueron administradas con la suspensión de exosomas mostraron un incremento del número de 

proyecciones que han sido asociadas con la recuperación funcional [98].  

También generamos las imágenes de tractografías de las proyecciones talamocorticales que 

regulan las funciones sensitivo-motoras y cognitivas en los mamíferos [151], esta unidad funcional 

cerebral compuesta por fibras nerviosas aferentes y eferentes que conectan el tálamo con la 

corteza cerebral se encuentra comprometida en el infarto cerebral. Las tractografías de las ratas 

que fueron administradas con la suspensión de exosomas mostraron un incremento del número 

de las fibras nerviosas de las proyecciones aferentes y eferentes del núcleo (VPM) a la corteza 

prefrontal que está involucrada en recuperación motora en la rata [190]. 
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Debido a que las funciones cognitivas involucran el procesamiento coordinado de información 

interhemisférica, la evaluación funcional del cuerpo calloso a través de la determinación de sus 

propiedades electrofisiológicas es de particular interés, al proporcionar datos sobre la función de 

los axones mielinizados y no mielinizados en diversas condiciones normales y patológicas, como 

daño y reparación de la mielina, particularmente en modelos de isquemia cerebral experimental. 

Recientemente se describió que de manera general los potenciales de acción compuestos (CAP) 

de todo el cuerpo calloso en roedores se caracterizan por tener una forma de onda bifásica con 

un componente temprano generado predominantemente por axones mielinizados de conducción 

rápida (N1) y un componente posterior que refleja axones no mielinizados más lentos (N2)[152-

155] 

En nuestros experimentos, determinamos amplitudes mayores del CAP en los animales 

administrados con la suspensión de exosomas, por tanto, los exosomas promueven la 

preservación de la función sináptica en áreas afectadas por el infarto cerebral, datos que 

correlacionan con los hallazgos obtenidos a través de RM. 

Por otro lado, en nuestra investigación al realizar el análisis histológicos de la integridad de las 

fibras nerviosas del cerebro utilizando marcadores de inmunofluorescencia, proteína asociada a 

MAP-2 y TUJ-1, en general la recuperación de los procesos neurales + a MAP2 y TUJ 1 se 

correlaciona positivamente con los parámetros de RM descritos anteriormente y las 

determinaciones obtenidas de las mediciones del DTI, los cuales sugieren mayor integridad 

estructural de los axones y mejor organización en los grupos administrados con la suspensión de 

exosomas. 

En correspondencia con lo reportado en la literatura, los procesos celulares y moleculares 

endógenos de reparación despues del infarto incluyen la reorganización del citoesqueleto 

neuronal, en el cono de crecimiento, la actina se desestabiliza y se vuelve más dinámica en el 

muñon proximal de la neurita, donde inicia el preceso de regeneración del axón, permitiendo la 

protrusión de los microtúbulos y el consecuente crecimiento neurítico y del axón [99, 191], este 

crecimiento esta regulado por factores extracelulares y moleculas de señalización intracelular 

[192].  

Por lo anterior, nosotros sugerimos que los astrocitos liberan moléculas para activar mecanismos 

de regeneración dirigidas especificamente hacia las neuronas. Recientemente se ha demostrado 

que los exosomas derivados de astrocitos contribuyen al crecimiento axonal y a la recuperación 
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funcional despues del infarto cerebral [193], proporcionando evidencia de que las vesiculas 

estracelulares derivadas de astroocitos contribuye a la señalización para el crecimiento axonal.  

También se ha indicado que los miRNAs son transportados por los exosomas y tienen un rol 

fundamental en enfermedades y tienen efectos terapéuticos importantes en el infarto cerebral 

[78]. Incluso algunas de las miRNAs dentro del axón distal de las neuronas que regulan y 

favorecen el crecimiento axonal como miR15b, miR195 y miR26b [79], miRNA130a, regula 

indirectamente la expresión de VEGFR2 [80], involucrado en la neuroadaptación posterior al 

evento isquémico [82]. Interesantemente los exosomas derivados de astrocitos sometidos a 

señales proinflamatorias, disminuyen otras moléculas que bloquean el proceso de crecimiento del 

axón como miR203 y miR29a [79]. Lo más probable es que el crecimiento y la guía axonal 

favorecido por los exosomas derivados de astrocitos, sea el resultado de la combinación de varias 

moléculas reguladoras contenidas en éstos.  

Nosotros proponemos que en el evento isquémico, la administración de la suspensión de 

exosomas derivados de astrocitos, bajo condiciones de estrés (HxEV) y basales (NxEV), se favorece 

un ambiente permisivo para facilitar la señalización del crecimiento axonal, potenciando el 

proceso endógeno de crecimiento de neuritas y reorganización histológica de las estructuras del 

cerebro que conectan y transfieren la información motora, sensorial y cognitiva, facilitando la 

recuperación funcional. Además, al administrar la suspensión de exosomas 30 min después del 

inicio de la fase de reperfusión, es probable que estemos acortando el tiempo necesario para que 

se activen los mecanismos de reparación endógena, lo cual puede explicar la reducción en el 

tiempo de recuperación inducido por los exosomas.  
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7. Conclusión 

El modelo experimental de la oclusión de la arteria cerebral media es una excelente herramienta 

para estudiar la fisiopatología de la isquemia cerebral, siempre y cuando la técnica quirúrgica sea 

precisa y se utilicen las especies animales con una anatomía vascular cerebral y una fisiología 

aceptablemente similar al humano como la rata y ratón pertenecientes a cepas específicas, para 

tener una alta reproducibilidad del modelo y simular una situación experimental similar a las 

condiciones observadas en la práctica clínica. Aunado a lo anterior, la correlación de los 

resultados entre la resonancia magnética, la electrofisiología y la histología validan dichos 

resultados y en un dado momento serían un pilar en la práctica médica. 

Nosotros demostramos que los exosomas derivados de astrocitos promueven el proceso 

endógeno de recuperación funcional después del infarto isquémico y puede ser una alternativa 

viable para diseñar estrategias de intervención clínica basadas en la recuperación endógena. Sin 

embrago es indispensable continuar estudiando los mecanismos moleculares a través de los 

cuales los exosomas son capaces de inducir la organización histológica y por tanto la mejoría 

funcional tras un infarto cerebral isquémico. 
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