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Abreviaturas

Albumina de suero bovino (BSA)

Ataque isquémico transitorio (TIA)

Barrera hematoencefalica (BHE)

Buffer fosfato salino (PBS)

Buffer fosfato salino com triton (PBS-T)

Células endoteliales de la microvasculatura cerebral (BMEC)
Células precursoras de oligodendrocitos (OPCs)

Complejo de transporte requerido de clasificacion endosomal (ESCRT)
Dia in vitro (DIV)

Dominio intercelular de Notch (NICD)

Factor inducible por hipoxia 1 (HIF1)

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

Factor regulador de mielina (MYRF)

Factor de transcripcion de oligodendrocitos 2 (OLIG2)



Solucién salina balanceada de Hank (HBSS)

Medio artificial de liquido cefalorraquideo (ACSF)

Paraformaldehido (PFA)

Privacion de glucosa y oxigeno (OGD)

Proteina basica de mielina (MBP)

Obstruccion de la arteria cerebral media (MCAO)

Oligodendrocitos maduros (OLS)

Receptor 2 de VEGF (VEGFR2)

Suero fetal bovino (FBS)

Suero normal de cabra (NGS)

Transportador de glucosa 1 (GLUT1)

Vesiculas extracelulares (EVS)

Vesiculas extracelulares de hipoxia (HXEVS)

Vesiculas extracelulares de normoxia (NXEVS)

Zona sub ventricular (SVZ)



Resumen
El accidente cerebrovascular isquémico es una de las principales causas de muerte

y discapacidad a nivel mundial. Entre los diversos mecanismos celulares y
moleculares que se activan tras la isquemia, la disminucion del metabolismo
energético provoca un estado general de desmielinizacion axonal en el foco
isquémico y el area de penumbra. La mielinizaciéon del axén es esencial en la
conduccion del potencial de accion y también es una fuente de factores troficos para
la supervivencia y el mantenimiento neuronal. Los oligodendrocitos maduros son las
células responsables de la mielinizacién en el sistema nervioso central, un proceso
que conlleva una alta demanda metabdlica. Estudios recientes han evidenciado que
la funcién de los oligodendrocitos esta intimamente relacionada con la fisiologia
vascular en el cerebro, que es llevada a cabo principalmente por las células
endoteliales de la microvasculatura cerebral (BMEC). Hallazgos previos del
laboratorio permitieron identificar que las vesiculas extracelulares (EV) liberadas por
BMEC contienen F3/contactina, un activador no candnico de la via Notch, que esta
involucrado en la mielinizacién. En el presente trabajo evaluamos la influencia de
las EVs derivadas de BMECs en la reconstitucion de las estructuras de mielina
afectadas por un accidente vascular cerebral en un modelo in vitro de
desmielinizacion inducida por isquemia en cultivos de rebanadas organotipicas de
cerebelo de rata sometidas a privacion de oxigeno y glucosa. Encontramos que las
EVs de BMECs producidas en condiciones de normoxia e hipoxia promueven la
restauracion de las fibras de mielina presentes en la sustancia blanca del cerebelo.

Nuestros datos muestran que el endotelio cerebral es capaz de influir en la



mielinizacién del axén a través de la liberacion de EVs. Actualmente se estan

investigando los mecanismos moleculares subyacentes.

Introduccion
En el afio 2017, el infarto isquémico tuvo una prevalencia de 101.3 (91-113.6) casos

por cada 100,000 habitantes, siendo la segunda causa de morbilidad y de
mortalidad a nivel mundial, causando alrededor de 4 millones de muertes (Saini
et al., 2021). Por su parte, en México se presentd una incidencia de 53.8 casos por

cada 100,000 habitantes (Virani et al., 2020).

El cerebro representa aproximadamente el 2% de la masa total del cuerpo humano,
pero demanda el 15% del gasto cardiaco y el 20% de la disposicién de oxigeno
(Rosko et al., 2019a). Es un érgano que en términos de requerimientos energéticos
y ambientales demanda muchos recursos, debido a los diversos procesos
implicados en la comunicacién neuronal (Tomasi et al., 2013). Esto se consigue
gracias al metabolismo de la glucosa, la cual funge como principal fuente energética.
La supervivencia neuronal depende de multiples factores: las neuronas requieren
estar energéticamente bien abastecidas, contar con un adecuado ambiente redox,
la ausencia de sustancias toxicas, la inhibicion de vias apoptoticas y de mecanismos
de muerte celular programada. Afectaciones en la homeostasis cerebral traen como
consecuencia dafios agudos o crénicos con el subsecuente deterioro de la funcién
cognitiva debido a la muerte neuronal (Tovar-y-Romo et al., 2016). Dicho suministro
de nutrientes es realizado a traves del sistema circulatorio quien provee

principalmente glucosa y oxigeno (Dienel, 2019).



El infarto cerebral se clasifica en dos tipos: el de tipo isquémico, que ocurre cuando
un trombo o émbolo obstruye una de las arterias que irrigan el cerebro, mientras
que el infarto de tipo hemorragico se caracteriza por la ruptura de uno o0 mas vasos

sanguineos (Campbell et al., 2019).

Se estima que el 80% de los casos del infarto cerebral de tipo isquémico ocurre
debido a una obstruccion transitoria de la arteria cerebral media (MCAO), la cual
irriga en gran medida regiones asociadas a funciones motoras, pudiendo resultar a
su vez en lesiones cognitivas difusas, probablemente causando dafios a largo plazo
(Campbell, 2019). Estudios post mortem del dafio cerebral hipdxico-isquémico
muestran lesiones multifocales relativamente simétricas que afectan tanto a la
corteza cerebral como a la sustancia blanca cerebral donde pueden verse

implicados el nacleo caudado o el cerebelo (Kauw et al., 2018).

Los trombos 0 émbolos que causan el infarto isquémico se forman en el arco aortico,
el cuello, o en vasos craneales a partir de lipidos acumulados en placas
arterioescleroticas que al estar en contacto con el torrente circulatorio comprometen
el correcto flujo sanguineo (Shaaban & Duerinckx, 2000). Cuando ocurre la oclusién
de un vaso sanguineo con una duracion breve se conoce como ataque isquémico
transitorio (TIA) y, pese a no generar un dafo de la misma magnitud que un infarto
isquémico, este también puede causar dafios permanentes (Y. Wang et al., 2013).
Al momento de obstruirse una de las principales arterias que irrigan el cerebro hay
una interrupcién del flujo sanguineo, sin embargo, la red vascular cuenta con

irrigacion periférica que permite proveer de nutrientes al area de penumbra; no



obstante, esto ocurre por un tiempo limitado y el dafio en esta area también se

vuelve irreversible (Rocha & Jovin, 2017).

El poligono de Willis es una estructura anatomica que forma una red vascular,
suministra el flujo sanguineo al cerebro y estructuras circundantes a partir de una
conexion anastomotica derivada de las arterias caroétidas internas bilaterales y de
las arterias vertebrales bilaterales, lo cual corresponde a la circulacion anterior y
posterior del cerebro, respectivamente (Doctoral School, Grigore T. Popa University
of Medicine and Pharmacy, lasi, Romania et al., 2021). Tiene origen en la base del
craneo en la fosa interpeduncular y, gracias a su estructura circundante al cerebro,
puede considerarse como un centro de distribucion en términos del flujo sanguineo
(Oumer et al., 2021). Sin embargo, el suministro de sangre ocurre mediante las

arterias que se ocluyen de forma mas frecuente.

Para evaluar el flujo luego de un infarto cerebral se emplean técnicas de
neuroimagen tales como la angiografia o la resonancia magnética de perfusion,
donde se ha encontrado que aquellos pacientes con un mejor flujo colateral tienen
un menor dafio tras un infarto isquémico que aquellos donde dicho flujo es menor

(Rocha & Jovin, 2017).

A nivel celular, la falta de oxigeno y glucosa altera las funciones de las células
neurales (Tovar-y-Romo et al., 2016). Las neuronas reducen su actividad, y debido
a la disminucion en la recaptura de neurotransmisores excitadores como el
glutamato, se induce sobreexcitacion; ya que la despolarizacion neuronal
consecuencia de la actividad de los receptores de glutamato, resulta en un

incremento en el ingreso de calcio hacia el interior de las neuronas. Uno de los



efectos del aumento en la concentracion de calcio intracelular, es la disfuncién
mitocondrial y liberacibn de radicales libres, y la activacion de proteasas y
fosfolipasas, generando muerte neuronal. La excitotoxicidad no solo afecta a las
neuronas, sino que también genera dafio en astrocitos y oligodendrocitos,
resultando principalmente en la incapacidad de mantener la homeostasis del medio,
y en el caso de los oligodendrocitos, causa una reduccion en la mielinizacion
perdiendo gran parte de la materia blanca del cerebro. Estos procesos de dafio
activan a la microglia, que libera citocinas proinflamatorias que conducen a fallas en
el plegamiento de proteinas, liberacién de especies reactivas de oxigeno, dafio
mitocondrial, y la activacion de las caspasas, lo cual genera muerte apoptética.
Aunado a los fenbmenos que ocurren en el parénquima cerebral, en el endotelio
vascular se pierde la integridad de la barrera hematoencefalica (BHE) permitiendo

asi el paso de agentes ajenos al sistema nervioso (George & Steinberg, 2015).

En un contexto historico, se conoce que la progresion del estado del individuo tras
sufrir un evento vascular cerebral ocurre a lo largo de varias etapas, que pueden
tener como resultado la entrada del sujeto en un estado vegetativo permanente,
durante el cual no se ha encontrado evidencia alguna de actividad cognitiva o de la
conciencia, a pesar de la recuperacion de las respuestas del tronco encefalico
(Walton et al. 1962). Ocasionalmente, un deterioro neuroldgico secundario ocurre
algunos dias o pocas semanas después del ambiente cerebral andxico-isquémico
inicial. Donde se ha descrito que después de un periodo de recuperacién, estos

pacientes se vuelven irritables, apaticos y confundidos, al tiempo que presentan una



marcha con rigidez muscular; el conjunto de sintomas antes mencionados se

manifiesta de manera abrupta (Walton et al., 1962).

Los procesos de recuperacion tras un infarto cerebral no solo implican el
restablecimiento de las funciones en neuronas, sino que se debe tomar en conjunto
la unidad neurovascular, donde el endotelio vascular cerebral no solo es el
encargado de proveer los componentes energéticos para las funciones de los
diversos tipos celulares en el parénquima cerebral, sino que recientemente se ha
sugerido que, las células del endotelio vascular ante condiciones hipéxico-
isquémicas secretan una serie de factores considerados como neuroprotectores

(Guo et al., 2008).

El papel de la hipoxia en el desarrollo del dafio neuronal en el infarto
isquémico.

La hipoxia esta definida como la ausencia parcial de oxigeno en un medio (Tirpe
et al., 2019). En un modelo in vivo de isquemia cerebral en ratas, la presion parcial
de oxigeno pO:2 bajo condiciones de normoxia es de 33.4 + 6.0 mm Hg, mientras
que al momento de la obstruccién de la arteria cerebral media cae a 1.2 + 0.7 mm
Hg en el foco isquémico, y 10.7 + 7.8 mm Hg en el area de penumbra. Posterior a
la reperfusion, estos valores ascienden a 31.6 + 16.5 en el foco isquémico, y el area
de penumbra muestra una menor recuperacion, alcanzando 19.1 + 6.7 mm Hg (Liu
et al., 2004).

Durante mucho tiempo se pens6 que la deteccion de oxigeno era una propiedad

restringida a un conjunto especializado de células, pero posteriormente se mostro

que la actividad de union al ADN de los factores de transcripcion que regulan la



respuesta a hipoxia, se encuentra en todos los tipos de células (Maxwell et al.,
1993).

El factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) se expresa practicamente todas las células
del cuerpo humano, su funciéon consiste en la modulacion de la respuesta a los
niveles de oxigeno, tanto en condiciones fisiolégicas como en aquellas que son
patologicas. Se tiene caracterizado que regula la expresion de cerca de 70 genes
blanco dependiendo la estirpe celular, que promueven la eritropoyesis, la
angiogénesis y favorecen la glucdlisis (Semenza, 2004). Esto sugiere que HIF-1 es
parte de un sistema universal, siendo el mecanismo de respuesta celular a los

cambios en la disponibilidad de oxigeno (Firth et al., 1994).

En condiciones de normoxia, se estima que tanto in vivo, como in vitro, el tiempo de
vida media de HIF1 es de aproximadamente 5 minutos, mientras que en hipoxia su
vida media aumenta considerablemente hasta 30 minutos (Semenza, 2004;
Thompson, 2016). HIF-1 sufre hidroxilacién a través de la actividad enzimatica de
las prolil hidroxilasas, conduciendo a su degradacién (Thompson, 2016). Es
marcada por ubiquitinacion y posteriormente degradada por la subunidad 26s del
proteosoma (Huang et al., 1998). Para que ocurra el proceso de degradacion de
HIF-1 es necesaria la integridad de la secuencia de aminoacidos que componen a
HIF-1a desde el residuo 400 al 600, especificamente en los residuos de prolina 402
y 564, region que funciona como sitio de reconocimiento para que la proteina
supresora de tumores von Hippel-Lindau, forme un complejo junto con la elonguina

B, elonguina C, culina 2, y RBX1 para formar la proteina ligasa E3 ubiquitina, que



interactda con las enzimas de conjugaciéon de ubiquitina E2, y asi conducirla al

proteosoma (Semenza, 2004).

El dominio bHLH regula la dimerizacion del HIF-1, lo cual controla su union al ADN,
mientras que el dominio PAS patrticipa en la seleccion de los genes blanco. Debido
a que la expresion del HIF- 1B es constitutiva, la actividad del HIF-1 puede ser

regulada exclusivamente por la expresion del HIF-1a (Semenza, 2004).

En ausencia de HIF-1a, se encontro que el desarrollo vascular y la capacidad de
deteccidn de oxigeno se ven severamente alterados, lo que conduce a un alto indice
de mortalidad en los embriones de modelos murinos (lyer et al., 1998.). Como se ha
mencionado, HIF-1a esta en el centro de un mecanismo de deteccion de oxigeno
importante, y que en el contexto del infarto cerebral de tipo isquémico, tiene
funciones en el control tanto de la angiogénesis, asi como de la produccion de los
glébulos rojos para transportar oxigeno dentro del torrente sanguineo (Cimmino

et al., 2019).

Angiogénesis tras la isquemia cerebral.
La angiogénesis es el proceso por el cual se forman vasos sanguineos a partir de

una red ya existente de ellos (Yin et al., 2015). En regiones especificas, las células
endoteliales de punta proliferan, rompen la pared del vaso y forman brotes que se
conectan al circuito vascular. Para mantener la integridad del endotelio vascular, las
células endoteliales de tallo son las encargadas de formar las uniones estrechas,
estabilizando las formaciones de dichos brotes, constituyendo el lumen vascular

(Blanco & Gerhardt, 2013).



Uno de los mecanismos por los cuales ocurre angiogénesis tras la isquemia
cerebral, es mediante la actividad del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), uno de los genes blanco de HIF-1a. La interaccion de VEGF con su
receptor induce la dimerizacion de este ultimo, causando la autofosforilacion de
diversos residuos de tirosina desencadenando la activacion de una serie de vias de
sefalizacion, dentro de las cuales se encuentran aquellas que promueven la
migracion, supervivencia y proliferacion de las células que conforman el endotelio

vascular. (Blanco & Gerhardt, 2013).

El receptor 2 de VEGF (VEGFR2) es de tipo tirosina-cinasa, y es principalmente
activado por VEGFA; esta activacion induce la proliferacion, migracion vy
supervivencia de las células endoteliales (Jakobsson et al., 2009). La respuesta de
la actividad de VEGF no es suficiente por si misma durante la angiogénesis, sino
que recientemente se ha visto estrechamente vinculada con la via de Notch

(Hultgren et al., 2020).

El VEGF puede inducir la expresion tanto de ligandos como de receptores de Notch,
dado que ambos son indispensables en la formacién de las células endoteliales que
conforman los vasos sanguineos (Lawson etal.,, 2002). Los mecanismos
moleculares por los cuales estas vias interactian son desconocidos actualmente; a
pesar de ello, estudios recientes sugieren que tras la activacion de la via de Notch,
el VEGF comienza a actuar como una sefial de diferenciacion a través de Raf-MEK-

Erk, efecto antagonizado por la via de PI3K-Akt (Siekmann et al., 2008).



Sefializacion mediada por Notch.
La via de sefalizacion de Notch esta implicada en el desarrollo de la angiogénesis,

que a su vez requiere del VEGF (Benedito et al., 2012). La via de Notch participa
en la determinacion y diferenciacion de células epiteliales, neuronales, sanguineas,
y endoteliales (Q. Hu et al., 2004). En vertebrados, esta via tiene 4 receptores
(Notch 1,2,3,4), y 5 ligandos (Jagged1l,2, y los ligandos de tipo s, DII1,3,4). La unién
receptor-ligando desata una serie de cortes proteoliticos en los receptores,
concluyendo con el corte realizado por el complejo de y-secretasa, el cual libera al
dominio intercelular de Notch (NICD), que posteriormente se transloca al ndcleo,

donde funge como factor de transcripcion. (Blanco & Gerhardt, 2013)

La activacion de esta via puede ocurrir de forma no candnica utilizando al ligando
contactina a través de deltexl, que promueve la diferenciacion de células
precursoras de oligodendrocitos (OPCs) a oligodendrocitos maduros. Se llegé a
esta conclusion a partir del bloqueo de la actividad de la contactina, donde se
observd que las células a diferenciar no llegaban al estadio de oligodendrocitos

maduros y morian por apoptosis (Cui et al., 2004).

La contactina 1, también conocida como F3, es una proteina perteneciente a la
familia de las inmunoglobulinas con un peso de 130 kDa, cuya expresion ocurre en
diversas regiones cerebrales, presentando una predominancia en el cerebelo, y que
durante el desarrollo postnatal se ha observado principalmente en regiones de
cerebelo, en las células granulares que migran, y se encuentra en mayor cantidad
en los axones que en los cuerpos celulares (Chatterjee et al., 2019). Se sabe que

en ratas hay un pico de expresion en el dia postnatal 14, y después se mantiene



una expresion estable hasta cerca de los 30 meses de edad, donde se observa un
decremento en la expresion en regiones hipocampales (Q.-D. Hu et al., 2006a).
Conocer el perfil de expresion ha permitido entender su papel en diversos procesos:
tal es el caso de relacionarse directamente con la mielinizacién (Q.-D. Hu et al.,

2003).

En modelos murinos se ha descrito que existen 6 miembros de la familia de las
contactinas, que conservan entre el 45 al 65% de identidad genética, todas
relacionadas con el desarrollo y formacién del sistema nervioso (Kalafatakis et al.,

2021).

Las contactinas son expresadas tanto en oligodendrocitos como en OPCs;
asimismo, se encuentran en las regiones pre y postsinapticas de las neuronas, de
manera que entre estos dos tipos de células existe una comunicacién mediada por
la contactina 1 y 2, presentes en las uniones que establecen los axones con la

mielina (Chatterjee et al., 2019).

Papel de las células oligodendrogliales en la recuperacién después de un
evento isquémico.
Hace poco mas de un siglo, los términos oligodendroglia y oligodendrocito fueron

acufiados por Rio Hortega para referirse a un conjunto de células que mediante una
tincion de impregnacion metalica mostraban una morfologia similar a la de los
astrocitos (Pérez-Cerda et al., 2015); sin embargo, presentaban diferencias en
tamafo, densidad, y componentes membranales. Los oligodendrocitos fueron
definidos como aquellas células encargadas de producir la mielina que cubre los
axones, clasificandolas en 4 tipos, dependiendo el tamafio de los axones que

cubrian (Baumann & Pham-Dinh, 2001).



Durante el desarrollo y maduracién se considera que los oligodendrocitos pasan por
5 etapas definidas asi por la morfologia, expresion de antigenos y respuesta
funcional. Estas etapas comienzan con los preprogenitores de oligodendrocitos,
para posteriormente ser precursores de oligodendrocitos, luego pre-
oligodendroblastos, oligodendrocitos inmaduros, y finalmente oligodendrocitos

maduros, aquellos capaces de mielinizar (Q.-D. Hu et al., 2006b).

El proceso de diferenciacion de las células oligodendrogliales desde su origen hasta
llegar a oligodendrocitos maduros (OLs) depende de diversos factores, entre ellos
S0OX10, conocido como el principal factor de transcripcion en la maduracion de
estas células. La sobreexpresion de SOX10 no es capaz de generar OLs por si
misma a partir de células no diferenciadas, sino que requiere que estas provengan
al menos de progenitoras neuronales. Tal sobreexpresion hace que puedan pasar
de NPCs (células progenitoras neurales) a OLs sin presentar el estado intermedio
de OPCs (Garcia-Leon et al., 2018). Otros de los principales factores implicados en
la proliferacién, migracion, supervivencia y diferenciacion de los OPCs son el factor
de crecimiento derivado de plaquetas a (PDGFa) y el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF). Estudios donde la actividad del PDGFa se ve comprometida
sugieren que este factor es crucial en la diferenciacion de los OPCs, mientras que
el FGF parece estar implicado en la maduracion morfolégica a OLs (Baydyuk et al.,

2020).

Las células oligodendrogliales tienen origen en el neuroepitelio en la SVZ, donde
permanecen bajo un control transcripcional que regula su proliferacién, migracion y

diferenciacion (W. Huang et al., 2020). El factor de transcripcion de oligodendrocitos



2 (OLIG2) es expresado en los OPCs, e induce de manera directa la expresion de
S0OX10, que como se ha mencionado previamente, es un componente esencial en
la diferenciacion de oligodendrocitos (Q. Zhou et al., 2000); y un activador directo
del factor regulador de mielina (MYRF) (Aprato et al., 2020), por lo que la accién
conjunta de SOX10 y MYRF promueve la diferenciacion a OLs y la posterior

mielinizacion axonal (Elbaz & Popko, 2019).

Los OLs tienen una gran demanda energética: Un solo oligodendrocito puede
mielinizar un area de 2 x 10% ym? distribuido en hasta 50 axones (Simons & Nave,
2016). Se estima que para la sintesis de 1 gramo de mielina son necesarios
aproximadamente 0.5 moles de ATP (Harris & Attwell, 2012). Ademas del gasto
energético propio de la célula, a lo largo de su vida pueden llegar a tener una
membrana con un peso 100 veces mayor al del cuerpo celular (Bradl & Lassmann,
2010). Sin embargo, el gasto energético que suponen los oligodendrocitos es menor
al necesario para mantener la transmision de un potencial de accién comparado con
células no mielinizadas y permite que dicha transmisién ocurra de forma mas rapida

(Rosko et al., 2019b).

La mielina que cubre los axones es la estructura membranal mas abundante que se
conoce en el sistema nervioso de los vertebrados (Baumann & Pham-Dinh, 2001).
Esta compuesta por una diversidad de lipidos de los que en mayor abundancia se
encuentran el colesterol, fosfolipidos, y glicolipidos. Ademas de proteinas como
proteina proteolipida de mielina (PLP), la glicoproteina asociada a mielina (MAG),
la proteina basica de mielina (MBP), y la fosfodiestersa 2’, 3’ de nucledtido ciclico

(CNP) (Baumann & Pham-Dinh, 2001).



La mielinizacion del sistema nervioso central no ocurre de manera simultanea en
todas las regiones que lo comprenden, sino que cumple un patrén espaciotemporal
a lo largo de la vida del individuo. Se ha documentado que la primera etapa ocurre
entre el nacimiento y los primeros afios de vida, seguida por otra etapa durante la
adolescencia, que es donde hay una mayor actividad mielinizante, y finalmente

entre los 60 y 70 afios, donde comienza a disminuir la mielina (de Faria et al., 2021).

En la actualidad se sabe que generalmente la mielinizaciobn comienza en las
regiones posteriores y se dirige hacia las regiones anteriores del sistema nervioso
central, mielinizando en primera instancia a los axones mas pequefios Yy
posteriormente a los de mayor tamafio. Se creia que la mielinizacién dependia de
la actividad sinaptica, pero se ha visto que al impedir la despolarizacién celular
mediante el bloqueo de los canales de sodio empleando tetrodotoxina, los axones
aun son mielinizados, e incluso es posible mielinizar axones de neuronas fijadas, o
nanofibras de poliestireno que replican la morfologia axonal, por lo que se
desconoce el mecanismo a través del cual son seleccionados los axones a

mielinizar (de Faria et al., 2021).

A lo largo de la vida de un individuo ocurre la proliferacién de precursores neurales,
incluyendo OPCs, los cuales pueden diferenciarse a oligodendrocitos o astrocitos.
Se han establecido estrategias in vitro para la obtencion de células
oligodendrogliales mediante la adicion de factores como el FGF y el PDGF, que
permiten la diferenciacién, proliferacion, y maduracion de este tipo de células
(Goldman & Kuypers, 2015). Como he mencionado previamente, existe una

estrecha relacion entre las células del endotelio vascular cerebral y las células



oligodendrogliales. Dicha relacion establece diversas estrategias de interaccion,

una de ellas ocurre mediante la secrecién de vesiculas celulares.

Transferencia de factores celulares a través de vesiculas extracelulares.
Las vesiculas extracelulares (EVs) son secretadas por diversos tipos de células,

entre ellos las de tipo endotelial de microvasculatura cerebral (BMEC); estas micro
vesiculas estan compuestas principalmente por proteinas, algunos lipidos, Yy
material genético. Por definicion, tienen un tamafio de entre 30 a 100 nm de
diametro (Kowal et al., 2014). El concepto surge en el afio 1987, cuando el término
exosoma fue propuesto para denominar a las vesiculas extracelulares de origen
endosomal. Puesto que se asumia que los endosomas eran los secretores de los
exosomas, se describié la maquinaria molecular por la cual es posible la liberacién
de EVs (Katzmann et al., 2001). El complejo de transporte requerido de clasificacién
endosomal (ESCRT) se conforma a su vez por 4 complejos, ESCRT-0 empaqueta
el contenido, ESCRT-1 y ESCRT-II inducen su formacién, mientras que ESCRT-III

hace el corte que permite la liberacion de la vesicula (Théry et al., 2001).

Existe un gran nimero de bases de datos que describen el contenido proteico, asi
como el material génico que acarrean, mientras que con los lipidos se ha hecho una
especie de generalizacion, concluyendo que las EVs son ricas en colesterol,

esfingomielina, ceramida, y fosfatidilserina (Kowal et al., 2014)

A pesar de gque se desconocen las funciones exactas de las EVs, estudios recientes
en algunas patologias asocian estas vesiculas a efectos como la propagacion de la
inflamacion, o a procesos de recuperacion mediante el acarreo de factores troficos

gue cumplen una funcion neuroprotectora tras un evento de estrés celular (Hill,



2019). Ante tales condiciones de estrés, las neuronas emiten sefiales de peligro que
activan a la microglia como respuesta inmune del cerebro; esta secreta EVs que
contienen la citocina proinflamatoria interleucinalf (Bianco et al., 2005). Cabe
destacar que estas vesiculas extracelulares son capaces de atravesar la barrera
hematoencefélicay, en la propagacion de la inflamacién, causar la respuesta aguda
a citocinas. Dichas sefiales alcanzan a las células endoteliales y a los astrocitos, las
que por su parte liberan exosomas descritos bajo un papel neuroprotector (Holm

et al., 2018a)

Antecedentes
Estudios previos realizados tanto por parte de nuestro grupo de investigaciéon como

de trabajos publicados por otros laboratorios nos han permitido conocer la relacién
entre las células oligodendrogliales y las células de la vasculatura cerebral en la

modulacién del dafo tras el infarto isquémico.

Gracias a los modelos de isquemia in vitro ha sido posible reproducir la respuesta
celular que ocurre in vivo. El cultivo de tejidos proporciona un método controlado
para estudiar las respuestas celulares consecuentes de la hipoxia (Boulton et al.,
1991). De este modo, es posible regular la disponibilidad de oxigeno eliminandolo
del medio o deteriorando la capacidad del tejido para utilizarlo.

Los diversos modelos de estudio han permitido caracterizar la patologia del infarto
cerebral, donde ocurren alteraciones a nivel axonal debido a la disrupcion de los

tractos de mielina que los envuelven (Marin & Carmichael, 2019). Los OPCs actuan



en respuesta a este fendmeno expandiendo la poblacion celular en la zona sub
ventricular (SVZ) presentando un pico de proliferacion celular en un lapso de entre

3y 7 dias después de ocurrido el infarto (Sozmen et al., 2009).

En un modelo in vitro de isquemia, se detectd la proliferacion de OPCs 48 h después
de la induccién de OGD (Mao et al., 2013). Sin embargo, la diferenciacién a OLs se
ve comprometida, por lo que la remielinizaciéon es limitada (Mao et al., 2013).
Ademas, pese a que la principal funcién de la mielina es conservar la propagacion
del potencial de accion, existe un papel metabdlico asociado a los oligodendrocitos
y a la mielina, el cual favorece la supervivencia neuronal (Marin & Carmichael,
2019). En la regién anatémica afectada por la isquemia el dafio afecta a todos los
tipos celulares incluyendo a los oligodendrocitos, que al disminuir su poblacion se
genera dafo a la mielina. Este fendmeno promueve la migracion de OPCs desde

sitios de proliferacién hacia la regién isquémica (Bonfanti et al., 2017).

Como se ha mencionado previamente, para la correcta funcién de las células
oligodendrogliales es indispensable contar con un adecuado suministro energético
y metabdlico, mismo que se ve afectado tras la isquemia por las alteraciones del
nicho vascular. Por su parte, las interacciones entre las BMECs y los OPCs en la
fase posterior a la isquemia permiten que mediante la actividad de Wnt/BCatenina

promueva mejoria en las areas afectadas (L. Wang et al., 2020).

Una de las estrategias de interaccion entre las BMECs y los OPCs ocurre a través
de la secrecion de EVs. Durante un periodo de hipoxia HIF-1a promueve la
biogénesis y secrecion de EVs mediante la regulacion de diversos receptores de

membrana, como son el transportador de glucosa 1 (GLUTL1), el receptor de



transferrina, y el receptor del factor de crecimiento epidermal (Choudhry & Harris,

2018).

En el estudio realizado por Zeng y colaboradores (2020) se encontré que, ante
condiciones de OGD, las células progenitoras endoteliales secretan mas EVs en
comparacion con aquellas que se encuentran en normoxia, y que dichas vesiculas
promueven la angiogénesis, asi como la atenuacioén del dafio por circunstancias

adversas, como lo es la isquemia (Zeng et al., 2020).

Por lo anteriormente expuesto, nuestro grupo de investigacion llevé a cabo analisis
protedémicos de EVs aisladas de BMECs por medio de espectrometria de masas,
donde se encontr6 que estas vesiculas contienen, entre otras proteinas, a

F3/contactina.
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Figural. Representacion mediante andlisis de
redes del componente proteico de EVs
aisladas de BMECs. (Campero, en
preparacion).

Planteamiento del problema
Dentro de los factores contenidos en EVs liberadas por BMECs se encuentran

proteinas que participan en la remielinizacion neuronal; sin embargo, se desconoce

el efecto de las EVs en la remielinizacion tras el dafio isquémico.



Hipotesis
Las EVs derivadas de BMECs promueven la remielinizacion de la materia blanca

mediante su efecto en las células oligodendrogliales, permitiendo reducir el dafio

generado por una lesiéon isquémica (Figura 2).
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Objetivo
Mediante un andlisis cualitativo se plantea hacer una descripcién del papel de las

EVs producidas por BMECs aisladas de la corteza cerebral de rata en los procesos

de remielinizacion y recuperacion tras la isquemia.



Materiales y Métodos

Cultivo primario de células endoteliales de microvasculatura cerebral.
En la preparacion de este cultivo se requieren 4 ratas adultas de 270 a 300 g

(permiso CICUAL-IFC-LTR93-16). Estas ratas son anestesiadas con pentobarbital
y posteriormente perfundidas transcardialmente suministrando 250 ml de Hanks
balanced salt solution (HBSS) con un flujo de 0.3 ml/s con ayuda de una bomba
peristaltica. Se extrae el cerebro y dentro de la campana de flujo laminar las cortezas
son homogenizadas con una jeringa de 20 ml en un medio de HBSS adicionado con
suero fetal bovino (FBS) al 5%. Esta suspension se centrifuga a 1000 x g por 3 min,
se retira el sobrenadante y se resuspenden en 5 ml de DNAsa, dispasa, papaina al
0.1% incubandose por 15 min a 37 °C. Nuevamente se centrifuga a 1000 x g por 3
min, posteriormente son resuspendidas en 15 ml de dextran sulfato de sodio al 15%
saturado con buffer fosfato salino (PBS). Esta suspension se centrifuga a 10,000 x
g durante 15 min a 4 °C. El pellet se incuba con 10 ml de HBSS y se centrifuga a
1000 x g por 5 min, posteriormente se resuspenden en una mezcla de dispasa,
papaina al 0.1% saturada en PBS. Se incuba durante 1 h a 37 °C y se realiza un
lavado con HBSS, y una ultima centrifugacién a 1000 x g. Las células aisladas se
resuspenden en medio 131 (Gibco, Nueva York, Estados Unidos) con el suplemento

de crecimiento microvascular MVGS (Gibco, Nueva York, Estados Unidos).

Modelo de induccién de hipoxia en células endoteliales.
Los cultivos de BMEC con una confluencia de 90-100% en cajas de cultivo T75, se

introducen en una camara de hipoxia de incubacion modular que limita el
intercambio de gases con el exterior, la cual es saturada con 100% N2 y sellada

herméticamente. Luego de 6 h en hipoxia, las células son incubadas nuevamente



bajo condiciones de normoxia por 18 h, para posteriormente colectar el medio y

aislar EVs.

Aislamiento de exosomas.
Se colecta el medio condicionado de los cultivos de BMEC y se centrifuga a 1500 x

g durante 10 min. Se transfiere a un tubo estéril y con ayuda de un filiro de 25 ym
se filtra la solucion obtenida para remover residuos celulares. Se realiza
ultracentrifugacién a 50,000 x g por 30 min. La suspension resultante es recuperada
para posteriormente llevar a cabo una ultracentrifugacién a 100,000 x g por 1 h . Se

decanta el contenido y se re suspende el pellet en 200 ul de PBS.

Cuantificacion de exosomas.
Dado el alto contenido proteico de las EVs, una estrategia para el conteo de éstas

es realizada mediante una curva de cuantificacion proteinas por colorimetria con el
kit DC protein Assay (Biorad, California, Estados Unidos) utilizando una curva patrén

de albamina de suero bovino (BSA).

Cultivos de rebanadas organotipicas de cerebelo.
Para estos cultivos, se extrae el cerebro cuidando la integridad del cerebelo, se

retiran las meninges y se procede a cortarlo con un tissue chopper que de manera
continua realiza 70 cortes por minuto, obteniendo rebanadas sagitales de 300 ym,
se seleccionan aquellas de la region del vermis cerebelli, y se cultivan en medio
artificial de liquido cefalorraquideo (ACSF): (nmetil-D-glucamina 93 mM, cloruro de

potasio 2.5 mM, fosfato de sodio monobasico 1.2 mM, bicarbonato de sodio 30 mM,



hepes 20 mM, glucosa 25 mM, ascorbato de sodio 5 mM, tiourea 2 mM, piruvato de

sodio 3 mM, sulfato de magnesio 10 mM, cloruro de calcio 0.5 mM. pH 7.3).

Modelo de induccion de privacion de glucosay oxigeno a las rebanadas
organotipicas.

En el dia in vitro (DIV) 5 los cultivos organotipicos son sometidos a 6 h de OGD en
la camara de hipoxia de incubacion modular, en medio ACSF sin glucosa (ACSF
OGD): (nmetil-D-Glucamina 93 mM, cloruro de potasio 2.5 mM, fosfato de sodio
monobasico 1.2 mM, hepes 25 mM, tiourea 2 mM. pH 7.3). Posteriormente se
permite la recuperacion de los tejidos por un periodo de 18 h bajo condiciones de
normoxia y el medio de cultivo ACSF con glucosa. Los tratamientos son

administrados al inicio de este periodo, que involucran la adicion de una suspensién

de exosomas aislados de BMEC en una concentracion de 800 ng/ml.

Inmunofluorescencia.
Al finalizar el experimento, las rebanadas organotipicas se fijan con

paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS 1X por 20 min, después de 3 lavados con
PBS se incuban en etanol 100% por 20 min a -20 °C. Luego se hacen 2 lavados con
PBS y se bloquean durante 1 h en solucion de bloqueo (suero de cabra normal
(NGS) 10% en PBS con detergente tritobn (PBS-T) al 0.3%). Posteriormente, con la
solucion de bloqueo se afiade el anticuerpo monoclonal antimouse para MBP (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, Texas) 1:200 y se incuba a 4° C durante 3 d. Después
de 3 lavados se adiciona el anticuerpo secundario Alexa 488 (Santa Cruz

Biotechnology, Dallas, Texas) en la solucion de bloqueo en proporcion 1:500 por 3



h. Se afiade DAPI por 10 min para marcar los nucleos y se monta con Flourmont G

(Electron microscopy Sciences, Hatfield, Pensilvania).

Resultados

La hipoxiareduce la secrecion de EVs de BMECs.
Se conoce que tanto el contenido de las EVs como la cantidad que es secretada

varian dependiendo el tipo celular y las condiciones a partir de las cuales las EVs
fueron aisladas. En el caso de la hipoxia se asume que mediante la actividad de

HIF-1a la secrecion de EVs aumenta (Holm et al., 20182; Kumar & Deep, 2020).

Por lo anterior, para este estudio se caracterizd el contenido proteico de EVs
aisladas de BMECs en condiciones de normoxia e hipoxia (Figura 1). En el modelo
utilizado se emplea un cultivo primario de BMECs (Figura 3a). Se encontré una
menor concentracion de EVs aisladas a partir de hipoxia comparada con aquellas
de normoxia (Figura 3b). Como otra estrategia para confirmar que se han obtenido
EVs se tomaron micrografias por microscopia electronica de transmision de las EVs

aisladas en condiciones de normoxia y de hipoxia (Figura 3c).

Posteriormente, para la administracion de EVs se establecié una estrategia para
cuantificarlas y tener una concentracion de trabajo igual a 800 ng/ml. Gracias al alto
contenido proteico de las EVs, se empleé la curva de cuantificacion de proteinas
donde las EVs colectadas en condiciones de normoxia (NxXEVs) tuvieron una

concentracion de 1203 ug/ml y en condiciones de hipoxia (HXEVSs) la concentraciéon



fue de 530 pg/ml. Estos datos concuerdan con la caracterizacion previamente

realizada en el laboratorio.
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Figura 3. La hipoxia reduce la secrecién de EVs en BMECs

(A) Micrografia de un cultivo primario de BMECs. (B) Caracterizacién por tamafio y
concentracion de NXEVs y de HxEVs. (C) Micrografias por microscopia electronica
de transmision de las EVs aisladas en condiciones de normoxia e hipoxia. .



Las EVs aisladas de BMECs promueven la remielinizacion tras la isquemia.
Para determinar el efecto de las EVs en la remielinizacion se implement6 un modelo

de desmielinizacién isquémica en rebanadas cerebelares sometidas a OGD, ya
que el cerebelo es una region altamente mielinizada, y que como se ha mencionado
previamente, es en esta region anatémica donde la F3/contactina tiene mayor nivel

de expresion en el sistema nervioso central.

Este modelo permite evaluar el efecto de remielinizacion, y posteriormente describir
el mecanismo subyacente. En el DIV 5 después de la obtencién de las rebanadas
cerebelares se sometieron los cultivos a OGD por 6 h, posteriormente los cultivos
son devueltos a condiciones de normoxia para iniciar un periodo de recuperacion
de 18 h. En algunas condiciones se administraron EVs. Concluida la recuperacion,
el tejido es sometido a la inmunotincion para MBP (marca verde) (Figura 4a). El
grupo control no fue sometido a OGD ni recibié EVs(n=6). En la micrografia del
cultivo organotipico en condiciones control (Figura 4c), se aprecia la continuidad de
las fibras mielinizadas y el marcaje de algunos cuerpos celulares. En la condiciéon
experimental del dafio maximo en el modelo utilizado tras la inducciéon de OGD sin
tratamiento de EVs, se aprecia la disrupcion de las estructuras de mielina que
recubren los axones (Figura 4d). En el cultivo organotipico bajo condiciones control,
la administraciéon de NXEVs no altera la mielinizacion del tejido (n=6), por lo que en
este caso no tienen un papel perjudicial a la mielina (Figura 4e). Por su parte, luego
de la induccion de OGD vy el posterior tratamiento con NXEVs (n=6), encontramos
nuevamente estructuras fibrosas de mielina (Figura 4f). El cultivo de normoxia
tratado con HXEVs (n=6), presenta integridad en la mielina, por lo que estas EVs no

suponen un dafo al tejido (Figura 4g). En el grupo sometido a OGD y tratado con



HxEvs (n=6) nuevamente apreciamos la reestructuracion de la mielina, y el marcaje
positivo en los cuerpos celulares con MBP (Figura 4h). Los datos obtenidos en este
experimento muestran de manera cualitativa el efecto de las EVs en la

remielinizacion tras la isquemia cerebral.
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Figura 4. La administracion de vesiculas extracelulares promueve la
remielinizacion tras la isquemia.

(A) representacion esquematica del disefio experimental. (B) Micrografia
panoramica de un cultivo en condiciones control. (C) Cultivo en condiciones control,
sin tratamiento. (D) Cultivo sometido a 6h de OGD, sin tratamiento. (E) Cultivo en
normoxia, con 18h tras la administracion de NxEVs. (F) Cultivo sometido a 6h de
OGD, y 18 horas de recuperacion con el tratamiento de NxEVs. (G) Cultivo control,
con 18h tras la administracién de HXEVs. (H) Cultivo sometido a 6h de OGD, con
18h de recuperacion tratadas con HXEVs. Todas las micrografias fueron marcadas
para MBP en verde en las regiones corticales de las rebanadas del vermis cerebelar.
Barra de escala representa 50 um. Cada grupo n=6.

Discusion
Tras la isquemia cerebral se conoce que ocurren eventos de proliferacion y

migracion celular a partir de nichos neurogénicos como el giro dentado y la SVZ,
donde las células originadas pueden actuar en la recuperacion del tejido afectado
(Zzhang et al., 2014). Se ha observado en un modelo murino de MCAO, que la
proliferacion celular principalmente forma nuevos vasos sanguineos, ademas que
se sugiere que las células endoteliales tienen un papel tréfico en la reparacion del

dafio causado a traves de la secrecion de factores tréficos (Zhou et al., 2020).

Luego de un evento vascular de tipo isquémico, la hipoxia hace posible que HIF-1a
cumpla su funcion como factor de transcripcion, donde Wnt, uno de sus blancos no
canonicos promueve en los OPCs una regulacion a la baja de Sox10, efecto que al

acumularse favorece el progreso patologico (Allan et al., 2021).

Diversos estudios muestran una proliferaciéon de OPCs durante la fase aguda del
infarto isquémico. De hecho, se considera que estos cumplen una funcién que
favorece la recuperacion posterior a la isquemia no sélo a través de la secrecion de

factores pro-angiogénicos, sino que la activacion de la activacion de Wnt7 se ha



propuesto como uno de los candidatos en la reduccion del volumen del tejido

afectado (Chavali et al., 2020).

Como se ha mencionado, la via de Wnt esta relacionada con el proceso de
recuperacion tras la isquemia cerebral. Se ha reportado que Wnt4 y Wnt7 se
encuentran altamente activas en OPCs, estado que se asocia a la
hipovascularizacion, por lo que la actividad de HIF-1a es aquella que promueve
procesos angiogénicos, y al ocurrir este fenébmeno, tanto Wnt como HIF son
reguladas a la baja y los OPCs progresan al estado de OL. Sin embargo, la
proporcién de células que llegan al estadio de OL es considerablemente baja (Yuen

et al., 2014).

En el proceso de recuperacién enddégena tras un evento vascular, la remielinizacion
esta comprometida debido a la baja tasa de maduracion de los OPCs a OLs, pese
a que se conoce que luego de ocurrido un evento vascular cerebral, los OPCs
proliferan y migran desde los nichos neurogénicos hacia las regiones afectadas,
pero son incapaces de remielinizar de forma 6ptima, limitando dicha recuperacion

(Petersen et al., 2017).

Estos datos sugieren que la via de Wnt esta implicada en un eje coordinado junto
con HIF en el desarrollo de las células oligodendrogliales y en la regulacién de la
formacion de los vasos sanguineos que componen la BHE (Mao et al., 2013; Yuen

et al., 2014).



Uno de los primeros acercamientos al papel de las BMECs en la recuperacién tras
la isquemia es el trabajo de Kurachi y colaboradores, quienes demostraron que el
medio condicionado de las células endoteliales promueve la migracion de los OPCs
y reduce la muerte por apoptosis; ademas, destacaron el papel del FGF, PDGFa y
VEGF como los principales factores que participan en los procesos de recuperacion,
mostrando un efecto neuroprotector por parte del medio condicionado. No obstante,
se desconoce el mecanismo de transferencia de factores troficos a las células
dafadas. Ademas, encontraron que el medio condicionado por si solo ho aumenta
la proliferacion de los OPCs, mientras que la administracion de EVs obtenidas a
partir del medio condicionado dio como resultado un mayor numero de OPCs

(Kurachi et al., 2016).

La secrecidon de EVs es una de las estrategias del sistema nervioso central para la
transferencia de factores neurotroficos. Nuestros resultados indicaron que la
concentracion de EVs aisladas de BMECs en hipoxia es menor, comparada con la
de BMECs en normoxia. Encontrando una diferencia con datos publicados por otros
autores, ya que existen reportes donde se afirma que la hipoxia aumenta la
secrecion de EVs. Sin embargo, las condiciones y células empleadas en dichos

estudios son distintas a las empleadas en nuestro modelo.

Las EVs participan en diversos procesos en el sistema nervioso central, que van
desde funciones en la plasticidad sinaptica, mielinizacion, mantenimiento del medio
extracelular, hasta en la regulacién de la dinamica de formacién y retraccion de las

neuritas (Holm et al., 2018b; Onesto et al., 2021).



En el contexto de la isquemia cerebral, Betzer y colaboradores reportaron en un
modelo in vivo de MCAO, que al administrar EVs por via intranasal, y hacer un
seguimiento de su trayectoria mediante un marcaje con nanoparticulas de oro, las

EVs se dirigen a las regiones afectadas por el infarto (Betzer et al., 2017).

En nuestro modelo de isquemia fueron administradas de manera directa las EVs al
tejido afectado, lo que resultd en un restablecimiento de las fibras de mielina que
recubren los axones, siendo F3/contactina a través de la activacion de Notch, el
posible mecanismo por el cual se indujo este efecto. A pesar de ello, se precisa
realizar una evaluacién cuantitativa para determinar las diferencias en el efecto
mediado por las NxEVs, y las HXEVs, asi como evaluar especificamente la

contribucion de F3/contactina a la maduracion de los OPCs.



Conclusién y perspectivas
Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan la hipétesis sobre el efecto

remielinizante de las EVs aisladas a partir de BMECs en los cultivos organotipicos
de cerebelo. En este trabajo se planteo establecer el modelo por el cual pudiéramos
evaluar este mecanismo de recuperacion tras la lesion isquémica. Los efectos
observados concuerdan con los estudios publicados sobre el papel de la
F3/contactina como activador de la via de Notch, promoviendo remielinizacion.
Entre dichos efectos encontramos que las EVs no afectan a las capas de mielina
que recubren los axones en condiciones de hipoxia, mientras que en los grupos de
OGD se aprecia la disrupcién de las fibras que recubren los axones, y que la

administracion de EVs promueve el restablecimiento de las estructuras de mielina.

En la siguiente etapa del proyecto evaluaremos este fendmeno cuantitativamente,
de igual manera, estudiaremos la contribucion de las EVs en los procesos de
proliferacion, migracion y diferenciacion de las células oligodendrogliales. Conocer
los mecanismos moleculares que subyacen dichos procesos hard posible
determinar la ventana temporal en la que los OPCs cumplen un papel
neuroprotector mediante la secrecion de factores tréficos, para posteriormente
inducir su maduracion a OLs y estos remielinicen los axones del tejido afectado,
optimizando la recuperacion después de haber sufrido un evento vascular cerebral

de tipo isquémico.
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