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INTRODUCCION

La isquemia cerebral, es una condicion con altos indices de mortalidad y discapacidad a
nivel mundial. Se caracteriza por la reduccién del flujo sanguineo al cerebro, conduce a la
muerte neuronal y a un deterioro neuroldgico significativo. Las terapias actuales para esta
patologia son limitadas, en su capacidad de promover la recuperacion del tejido cerebral
dafiado. La terapia exosémica emerge como una estrategia prometedora, los exosomas son
vesiculas que trasportan elementos bioldgicos y median la comunicacion celular.
Demuestran efectos positivos en la recuperacion post ictus, reduciendo la inflamacion,
protegiendo las neuronas de la apoptosis y promoviendo la regeneracion del tejido nervioso.
Adicionalmente los efectos terapéuticos de los tratamientos basados en exosomas en
procesos de remodelacion después del accidente cerebro vascular. Revisamos el estado
actual de los estudios in vivo e in vitro, proveniente de células neuronales y células madre
mesenquimales. Asi como también, el potencial de los exosomas de bio ingenieria para
mejorar ciertas caracteristicas de los exosomas nativos que impiden el éxito de las
aplicaciones clinicas. Finalmente destacamos el potencial de la terapia exosémica como
estrategia para la recuperacion después de un accidente cerebrovascular isquémico.

Palabras clave: exosomas, terapia, isquemia, tratamiento.



CAPITULO |
1.0 El Problema
1.1 Antecedentes del Problema de Investigacion

Una de las principales causas de muerte y discapacidad neuroldgica en adultos a nivel
mundial, es el accidente cerebrovascular (ACV) [1]. Estadisticamente, 6,7 millones de
personas cada afio mueren debido a un ACV, de las cuales el 87% de las muertes, se
relacionan con un ACV isquémico [2]. Cada dia los avances médicos y tecnoldgicos, han
llevado a que la esperanza de vida siga aumentando mundialmente; los adultos mayores de
65 afios poseen mas posibilidades de padecer los ACV debido a que llevar una vida sedentaria
y una mala alimentacion (alta en azlcar y grasas saturadas), son factores que aumentan el
riesgo de padecer esta patologia [3].

1.2 Planteamiento del Problema

El ACV se caracteriza por la interrupcion repentina de flujo sanguineo al cerebro, lo que
provoca la pérdida de funcién cerebral en la region afectada [4]. Actualmente, estudios
preclinicos se ha desarrollado estrategias potenciales para el tratamiento del ACV isquémico.
La principal estrategia paliativa de abordaje para el ACV isquémico, es la trombectomia
endovascular, que se define como un procedimiento médico minimamente invasivo, que
consiste en la extraccion del coagulo que obstruye la arteria afectada. Actualmente, el Unico
tratamiento terapéutico aprobado por la FDA para tratar la patologia, es el activador tisular
del plasmindgeno (tPA) [3, 5]. Ambos enfoques tienen una ventana de tratamiento estrecha
después del inicio del evento, presentando como una posibilidad de aplicacion en el paciente,
de caracter reducida, ya que a menudo ocurre retraso en el reconocimiento de los sintomas
del ACV. Aunque el flujo sanguineo cerebral en el area afectada por el bloqueo, sea renovado
en el momento critico, no recupera las células cerebrales dafiadas, resultado en una
discapacidad permanente en personas que sufren un accidente cerebro vascular [6].

1.3 Justificacion de la Investigacion

Existe una necesidad en el desarrollo de nuevas terapias avanzadas en los pacientes con ACV
isquémico que permitan promover la recuperacion funcional. Diversos estudios han
confirmado que la terapia celular es una alternativa innovadora en el tratamiento y la
recuperacion funcional, después de un ACV isquémico [7]. Las células madre tienen una
gran capacidad antinflamatoria e inmunomoduladora para promover la regeneracion tisular.
Sin embargo, esta terapia tiene por principal desventaja en su aplicacion, el rechazo
inmunoldgico, asociado a la complejidad de la diferenciacion celular in situ[8, 9], la
invasividad del trasplante terapéutico, y el alto potencial de que ocurran procesos de
infeccion, contaminacion y dolor durante el proceso quirurgico [10].

Evidencias indican que la terapia de células madre, promueve la reparacion cerebral a traves
de diversas sefiales paracrinas y factores troficos. Las células madre utilizan diversos
mecanismos troficos, mediados principalmente por exosomas, que implican una compleja
interaccion de sefializacion celular y la transferencia de biomoléculas hacia otras células



aledarias, facilitando la transferencia de proteinas y material genético como ARN mensajero
(ARNm), microARN (miARN) y otros ARN no codificantes, permitiendo la modulacién de
las condiciones fisioldgicas y patologicas [11, 12]. Los exosomas son pequefias vesiculas de
membrana de 30 a 100 nm, provenientes de los cuerpos multi vesiculares, que son liberadas
por la mayoria de las células del cuerpo, incluyendo las células madre [13].

Los exosomas presentan caracteristicas Unicas que les permiten tener ventajas comparativas
por sobre la terapia celular convencional, como: baja toxicidad[10], biocompatibilidad[14] ,
capacidad de modificacion[15]. Los exosomas tiene capacidad de focalizacion y una baja
inmunogenicidad[16]. Ademas, tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencefélica,
la cual impide el paso de la mayoria de los tratamientos farmacolégicos, lo que hace dificil
el desarrollo de terapias en las lesiones del sistema nervioso central[10]. Por ello, la terapia
exosomica se presenta como un nuevo enfoque prometedor para el tratamiento de diversos
problemas del sistema nervioso.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivos Generales
e Analizar la terapia exosomica como estrategia terapéutica en isquemias cerebrales.

1.4.2 Objetivos Especificos:

o Identificar las terapias actuales asociadas a la isquemia cerebral.

e Inspeccionar la capacidad de los exosomas para reducir la apoptosis neuronal u otros
efectos terapéuticos tras un accidente cerebrovascular isquémico, promoviendo la
supervivencia de las células neuronales en las zonas afectadas.

e Examinar la terapia exosomica, agrupando estudios in vitro e in vitro de fuentes de
exosomas derivados de células madre y neuronas.

1.5 Alcance y limites de la investigacién

El alcance de la investigacion se centra en analizar la terapia exosdmica como tratamiento
para isquemias cerebrales, a través de estudios in vivo e in vitro sobre exosomas derivados
de células madre y neuronales. Se realiz6 una busqueda en bases de datos cientificas, entre
2019y 2024, estudios relacionados con isquemia cerebral y exosomas) y exclusion (estudios
en humanos, modelos hemorragicos, resefias y trabajos no en inglés). El estudio se limita a
estos enfoques especificos, excluyendo otras vesiculas extracelulares y estudios no alineados
con el objetivo de investigacion.

1.6. Linea de investigacion a la que pertenece el estudio

Linea de investigacion documental



CAPITULO I

2.0 Marco Tedrico
2.1. Antecedentes de investigaciones realizadas en el tema
2.1.1 Accidente cerebro vascular

El accidente cerebro vascular es de las primeras causas de muerte y discapacidad a nivel
mundial [1]. EI ACV involucra la obstruccion o ruptura de un vaso sanguineo cerebral (Ver
fig. 1), lo que conlleva que las células cerebrales mueran debido a la carencia de oxigeno por
necrosis en las areas de isquemia mas severa y apoptosis en las zonas mas periféricas lo que
inicia una cascada de eventos tisulares que conllevan a una pérdida de la funcién neuroldgica
de la zona afectada [17, 18].

El ambiente hipdxico induce un metabolismo anaerébico en la zona del tejido cerebral
afectada [19], el cual tiene la capacidad de destruir de alterar el equilibrio acido base cerebral
[17]. Este dafio se veria reflejado en lo que seria la zona de isquemia o0 penumbra isquémica,
esta es la region critica del cerebro que esta en riesgo de infarto pero que aun noesta dafiada
de forma irreversible. Esta zona se caracteriza por una reduccion del flujo sanguineo
suficiente para mantener la funcion celular, lo que la distingue del nacleoisquémico, que ya
es tejido muerto [20]. La penumbra cambia de una remodelacién tisular que es marcada por
el dafio a una remodelacion que es marcada por la reparacion [21].

Existe dos categorias principales de ACV, isquémico y hemorragico [22]. EI ACV isquémico
representa la mayoria de los casos de ACV, Segun datos de la organizacién mundial de la
salud (OMS), se estima que cada afio ocurren mas de 12 millones de nuevos casos de ACV,
de los cuales alrededor del 85 % son isquémicos, el mismo es causado por la obstruccién de
una arteria cerebral debido a un trombo o émbolo [23, 24]. Esta obstruccion interrumpe el
flujo sanguineo y consecuentemente, el suministro de nutrientes y oxigeno en las células
cerebrales, lo que conduce a la isquemia (Ver Fig. 1A). Enun ACV isquémico, la obstruccion
de una arteria cerebral provoca isquemia en las areas del cerebro irrigadas por esa arteria.
Debido a la isquemia, las células nerviosas no reciben suficiente oxigeno, lo que causa
hipoxia y muerte celular si no se restablece el flujo sanguineo a tiempo. La gravedad del dafio
cerebral y el deterioro neurolégico dependen principalmente de la localizacion y la extension
de la isquemia. La interrupcion del flujo sanguineo afecta distintas areas del cerebro, y cada
region controla funciones especificas [25]. Por ejemplo, un ACV en la arteria cerebral media
que es el mas comun puede causar hemiplejia contralateral y afasia, mientras que un infarto
en la arteria cerebral posterior afecta la vision y la memoria. Si la isquemia es focal y pequefia,
los déficits suelen ser mas localizados y menos severos, lo que permite una recuperacién mas
rapida si se interviene a tiempo. Sin embargo, un infarto masivo que compromete grandes
vasos, como la arteria cardtida interna, puede llevar a discapacidades severas o incluso la
muerte [26]. Por ello, es imperativo restaurar el flujo sanguineo y los nutrientes / oxigeno, de
forma rapida, para promover la minimizacion de la muerte neuronaly la mejora funcional
cerebral [26].

El ACV hemorragico, ocurre cuando se produce la ruptura de un vaso sanguineo en el
cerebro, lo que da lugar a la extravasacion de sangre en el parénquima cerebral o en el espacio
subaracnoideo. Esta hemorragia aumenta la presion intracraneal y puede resultar en dafio



tisular significativo debido a la compresion del tejido cerebral, asociado a la disminucion del
flujo sanguineo local Ver fig. 22 [27]. Aunque menos frecuente que el isquémico, representa
el 15% de los casos a nivel mundial, pero esta asociado con una mayor mortalidad,
alcanzando entre el 30-50% en los primeros 30 dias. Se clasifica en hemorragia intracerebral
(HIC), que constituye el 10-12% de los ACV Yy tiene una mortalidad del 35-50%, y
hemorragia subaracnoidea (HSA), responsable del 3-5% de los ACV con una mortalidad del
25-50% [5, 28]. En un ACV hemorragico, el sangrado dentro del cerebro o en el espacio
subaracnoideo provoca compresion del tejido cerebral, destruccion de neuronas por necrosis,
edema cerebral y un aumento de la presion intracraneal [26]. A diferencia del ACV
isquémico, donde la falta de oxigeno causa dafio progresivo, el ACV hemorragico produce
un dafio inmediato y catastrofico en el tejido cerebral circundante. La acumulacion de sangre
en la region afectada, desencadena una serie de eventos patoldgicos, incluyendo: edema
cerebral, aumento de la presion intracraneal y deterioro neuroldgico rapido [2, 29]. En esta
revision se le dard un enfoque hacia el ACV isquémico ya que la alteracion de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial durante el ACV isquémico, causada por isquemia e hipoxia en el
tejido cerebral, da como resultado un metabolismo energético alterado y una produccién
reducida de ATP [28]. Ademas, la ruptura de la barrera hematoencefalica durante el accidente
cerebrovascular isquémico puede provocar edema cerebral y deformacién hemorrégica, una
de las capacidades que poseen los exosomas y que los convierten en una mejor estrategia
terapéutica en el tratamiento de ACV es su capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica [6].

ACV ISQUEMICO ACY HEMORRAGICO

Blogueo permanente o
transitorio de una arteria por un
coagulo

Rotura de una arteria
intracerebral o
subaracnoidea.

1A 2A

Figura 1 Tipos de accidente cerebrovascular. A la izquierda, el ACV isquémico muestra una
arteria cerebral obstruida por un coagulo, lo que interrumpe el flujo sanguineo y provoca
falta de oxigeno en el tejido cerebral. A la derecha, el ACV hemorrégico ilustra la ruptura
de un vaso sanguineo, causando el derrame de sangre en el cerebro, lo que comprime el
tejido cerebral y aumenta la presion intracraneal.

El principal objetivo en el manejo de las intervenciones quirurgicas en ACV isquémico es el
area de la penumbra isquémica esta es un area critica que rodea el nucleo del infarto en la
patologia del ictus, que se caracteriza por un tejido cerebral gravemente hipoperfundido, pero
potencialmente recuperable [30]. Comprender la dindmica de esta regién es esencial para
desarrollar estrategias terapéuticas eficaces [30]. La penumbra contiene células que, aunque
no estan muertas, presentan un metabolismo oxidativo alterado, lo que provoca una
disfuncion del mismo [31], Los estudios protedmicos revelan cambios significativos en la



expresion de las proteinas, como el aumento de los niveles de p53, lo que esta relacionado
con la apoptosis y la regulacion del ciclo celular [13]. Esta homeostasis ionica, favorece la
inflamacion celular excesiva libreando citocinas y quimiocinas que a Su vez genera una
excitotoxicidad por glutamato, la activacion excesiva de los receptores de glutamato conduce
a la sobreestimulacion de las neuronas, lo que provoca posibles dafios secundarios que
pueden influir en los resultados neurolégicos posteriores a un accidente cerebrovascular [10,
32]. Ver Fig 2. Un alto porcentaje de los ACV isquémico estan dado por la oclusion de la
arteria cerebral media, que ocasiona una disminucion del flujo sanguineo cerebral, cuyas
consecuencias dependeran del grado de oxigenacién de la zona afectada [9]. En la actualidad,
la mayoria de las terapias actuales estan enfocadas en la disolucién y remocion de codgulos
para restaurar la perfusion cerebral y por ello, hay diversos estudios preclinicos que estan
centrados en encontrar farmacos capaces de contrarrestar la presencia del trombo oclusivo,
como tratamiento terapéutico en los ACV isquémicos agudos [22]. A fecha de hoy, un solo
farmaco ha sido aprobado por la FDA y que corresponde al activador tisular del
plasminogeno (tPA) Chiesi Farmaceutici presento una patente para una formulacion estable
de tPA que incluye &cido tranexamico y sacarosa [10]. La aplicaciéon terapéutica del
procedimiento de trombdlisis debe administrarse de forma muy réapida y pronta, dentro de las
4,5 horas posteriores al inicio del evento, lo cual dificulta su utilizacion en muchos pacientes
afectados con la patologia. Destacan como drogas tromboliticas: alteplasa, tenecteplasa, que
tiene una vida media méas prolongada y una mayor especificidad para la fibrina que la
alteplasa, lo que permite la administracion de un solo bolo [1]. Actuando especificamente en
el proceso de fibrindlisis, mediante la conversion de plasmindgeno en plasmina, una enzima
que degrada la fibrina, la principal proteina estructural del coagulo cerebral [17].

La trombectomia corresponde a un procedimiento endovascular que tiene como objetivo la
extraccion mecanica de los codgulos sanguineos que obstruyen las arterias cerebrales,
restaurando asi la perfusion tisular y limitando el dafio isquémico agudo [18]. Este tratamiento
isquémico se realiza, principalmente, en pacientes con oclusiones en los grandes vasos, como
la arteria cerebral media (MCA), en que el procedimiento de trombolisis intravenosa es
insuficiente y/o contraindicacion médica [8]. Este procedimiento, requiere la insercion de un
catéter a través de una arteria periférica, tipicamente la arteria femoral, que se guia hasta el
sitio de la oclusion en el cerebro mediante imagenologia fluoroscépica [17, 19], para aspirar
y remover el trombo isquéemico mediante dispositivos especificos, como stent retrievers o
catéteres de aspiracion [20]. La eficacia del procedimiento es altamente dependiente del
momento de la aplicacion; se recomienda se realice dentro de las primeras seis horas tras los
sintomas del ACV [21, 23].

La trombdlisis y la trombectomia son pilares fundamentales en el tratamiento del ACV
isquemico agudo, teniendo por enfoque principal tanto la disolucion, como la remocién del
coagulo cerebral [24]. Sin embargo, los recientes avances en investigacion aplicada presentan
a nuevas posibles terapias avanzadas que ofrecen una nueva perspectiva para complementar
y mejorar a los tratamientos tradicionales.
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Cascada isquémica
orden de eventos que ocurren durante el accidente cerebrovascular
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Figura 2. El gréfico de cascada isquémica representa la secuencia de eventos que ocurren
en el cerebro durante un accidente cerebrovascular isquémico.

Excitotoxicidad: la activacion excesiva de los receptores de glutamato conduce a la
sobreestimulacion de las neuronas, lo que provoca dafio celular y muerte.

Estrés oxidativo: el aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) puede
dafiar las membranas celulares, las proteinas y el ADN.

Respuesta inflamatoria: liberacion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, que atraen
celulas inmunes al area afectada.

TABLAI.
TERAPIAS ACTUALES APROBADAS POR LA FDA EXISTENTES PARA EL TRATAMIENTO DE ACV.
Terapia Tipo de Mecanismo Indicacién  Ventaja Desventaja Estudio Estado de  Ref
terapia de accién clinico aprobacion
is ﬁécr:{ico Riesgo de Estudios como [3
Activacion del a uriio dentro hemo?ra ia el NINDS'y Aprobado por la 17’
plasminégeno 29 o 918 " ECASS Illhan FDAY la EMA 18
N Terapia en plasmina _de las Adml_nlstrauon |_ntr_acraneal Y demostrado la para ACV 8,
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2.2. Bases teoricas que sustentan la investigacion

2.2.1 Exosomas: conceptos generales.

Las células en la mayoria de los organismos eucariotas, incluyendo microorganismos hasta
mamiferos, liberan diferentes tipos vesiculas extracelulares (EV) que son transportados a
través de los diversos fluidos extracelulares como (plasma sanguineo, liquido linfatico,
liquido cefalorraquideo, liquido intersticial.) para comunicarse con las células vecinas
Ademas, también pueden viajar a largas distancias a traves del flujo de estos fluidos,
alcanzando organos y tejidos distantes, lo que les permite influir en procesos bioldgicos
lejanos, como ocurre en la diseminacion tumoral y la metastasis[41-43]. Las EV son una
estructura membranosa cerrada, delimitada por una bicapa lipidica [15]. Existen distintos
tipos de VE que se diferencian por su tamafo, origen, funcion y composicion, donde se
destacan principalmente: los cuerpos apoptéticos [44], las micro vesiculas [45] y los
exosomas [13, 46, 47]. Los exosomas son un tipo de EV de 60 a 120 nm (en promedio) [48,
49], que desempefian papeles importantes en procesos como mediadoras de la comunicacion
intracelular, respuesta inmunitaria, la progresion tumoral y los trastornos neurodegenerativos
[6, 50]. Los exosomas se pueden encontrar en diversos fluidos corporales(sangre, orina,
liquido cefalorraquideo, saliva, lagrimas, leche materna, liquido sinovial, liquido amni6tico),
en los sobrenadantes de los cultivos celulares (células madre, neuronas, células tumorales y
células inmunitarias) y en los tejidos se localizan principalmente en los espacios
extracelulares entre las células, incluidos los espacios ocupados por la matriz extracelular
(tejido cerebral, cardiaco, adiposo, tumorales)[51-54].

Diversos estudios evidencian que los exosomas estdn enriquecidos en moléculas
biolégicamente activas, como micro ARN[10], ARN mensajero[55] y ARN no
codificantes[56]; ADN bicatenario[57, 58], ADN mitocondrial[56, 59]; algunos lipidos,
como: esfingomielina, colesterol y ceramidas [60, 61] y distintos tipos de proteinas, como:
tetraspaninas CD9, CD63, CD81, CD82[61, 62], proteinas de choque térmico (HSP70,
HSP90)[60], moléculas de adhesion ( integrinas, selectinas, sindecanos)[60, 63, 64] y
proteinas del esqueleto celular (actina, tubulina, vimentina)[65], receptores de presentacién
de antigenos (MHCII, MHCI)[66, 67], receptores inmunitarios como CD86 [61, 62] y
diversas enzimas (caspasas, lipasa, Rab27A y Rab11)[68, 69]. Investigaciones indican que
los exosomas desarrollan un papel importante en la comunicacion intracelular, cuando son
captados por la célula receptora, estas decodifican la carga de los exosomas provocando
efectos que pueden recuperar o ayudar a la lesion tisular. Por ejemplo, los exosomas
derivados de células madre, han mostrado un gran potencial para recuperar lesiones tisulares
[70]. Estas pequefias vesiculas pueden promover la regeneracion celular al activar rutas de
sefializacion implicadas en la proliferacion, diferenciacion, y supervivencia celular,ademas
de reducir procesos dafiinos como la apoptosis (muerte celular programada) y la inflamacién
cronica [71-73]. Su rol como moduladores de la respuesta inmune también es crucial para
crear un entorno propicio para la reparacion tisular, regulando la actividad de células inmunes
y limitando la inflamacién excesiva que podria dafiar el tejido. Asi, los exosomas no solo
facilitan la recuperacion fenotipica de las células dafiadas, sino que también promueven la
homeostasis y funcién en tejidos afectados por lesiones, como los delcorazon, el cerebro o
los tejidos musculo-esqueléticos [74, 75].
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Los exosomas aislados a partir de fluidos bioldgicos, sobrenadante de cultivos celulares y
tejidos disgregados a través de la utilizacion métodos de aislamiento tales como:
Ultracentrifugacion[76], precipitacion con polimeros[65], cromatografia por exclusion[76,
77] y kits de aislamiento comerciales[78] (TABLA I1); no existe un método universal para el
aislamiento de exosomas debido a que la estandarizacion del procedimiento involucra
factores, tales como: origen de la muestra[79], heterogeneidad de muestra[15],
contaminacion[80], condiciones de centrifugacion[81], objetivo del estudio[82]. Por ello, la
escabilidad del aislamiento de exosomas es un tema por resolver en el &mbito biomédico [78,
81]. Actualmente aparte de los métodos tradicionales también existen los kits comerciales,
como el kit total exosome isolation (thermoFisher Scientific), ExoQuick (system
Biosciences, Palo alto, California, EUA) que utilizan el método de precipitacion polimérica
[83]. El aislamiento de exosomas es un proceso delicado que requiere ser optimizacion, para
garantizar, el rendimiento y la calidad de los exosomas aislados [84]. El rendimiento se refiere
a la concentracién o numero total de exosomas, que se obtienen de la muestra tras el proceso
de aislamiento [85], la calidad de aislamiento se refiere a la pureza de los exosomas aislados,
es decir, cuantos de los elementos recuperados en la muestra aislada son exosomas y no otros
contaminantes, como proteinas solubles, micro vesiculas y restos celulares [80]. Existe una
relacion importante entre el método de aislamiento y el tipo de muestra de la que se extraen
(fluidos biologicos o sobrenadantes de cultivos celulares) [83]. Los fluidos biol6gicos suelen
ser muy complejos, ya que contienen exosomas, proteinas y otras vesiculas extracelulares.
Ademas, su concentracion de exosomas puede ser mas baja, necesitando asi métodos que
generen alta pureza. Como la cromatografia de exclusiobn por tamafio y
ultracentrifugacion[86]. Por otro lado, el sobrenadante de cultivos celulares (células madre,
tumorales, inmunitarias, etc.) es menos complejo, suele contener una mayor concentracion
de exosomas, permitiendo flexibilidad en la eleccion del método, concediendo el uso de
métodos méas simples como Kits de precipitacion o filtracion [87].

En el estudio in vivo de ratas Wistar macho adultas, se utilizaron exosomas de células
estromales mesenquimales multipotentes para promover la recuperacion de ratones que
fueron obtenidos por el método de centrifugacion, donde inicialmente las muestras se
centrifugaron a una velocidad de 3000x g durante 30 minutos para eliminar células muertas
y cuerpos apoptdticos. Después, el liquido resultante se guardé en un congelador a -80 °C
para futuras extracciones de exosomas. El proceso de aislamiento de exosomas se realiz a 4
°C, siguiendo varios pasos de centrifugacion: primero a 10,000x g durante 30 minutos, y
luego a 100,000x g por 2 horas [88]. Por otro lado, para un estudio piloto in humanos, se
utilizaron exosomas de células madre mesenquimales que obtuvieron por medio de la técnica
de centrifugacion. Luego de recolectar el sobrenadante y se centrifugd secuencialmente a
200, 2000 y 10,000 xg para la eliminacion de células y restos celulares, eliminar vesiculas
mas grandes, los medios acondicionados se pasaron a través de un filtro de 0,22 mm, luego
se centrifugaron a 110,000 xg durante 2 horas. El pellet se lavo dos veces y re suspendio en
PBS nuevamente centrifugado a 110,000 x g durante 2 horas [89]. La empresa System
biosciences, utiliza para el aislamiento de sus exosomas utiliza del kit ExoQuick aislados por
el método de precipitacion polimérica [90]. Este método implica el uso de un polimero que
interactda con los exosomas presentes en la muestra y los agrupa, lo que permite su
precipitacion al centrifugar la mezcla a baja velocidad. El proceso es mas rapido que métodos
tradicionales como la ultracentrifugacion. pero la pureza de los exosomas en comparacion a
la ultracentrifugacion es menor[ 49, 90].
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La Ultracentrifugacion es actualmente el método nimero uno para aislar exosomas para
aplicaciones preclinicas y clinicas [79]. Este método implica aclarar el sobrenadante celular
a baja velocidad de centrifugacion, seguido se le aplica ultracentrifugacién a alta velocidad
[78]. Sin embrago esta técnica no distingue bien entre exosomas y otras particulasde tamafio
y densidad similares, lo que ocasiona presencia de impurezas, como proteinas agregadas,
viriones, organulos subcelulares o exosomas dafiados, comprometiendo la funcidnbioldgica de
los exosomas [79].

Otra variable considerable es que el proceso completo toma mas de 4 horas, limitando su
reproducibilidad. También se utiliza el método de ultracentrifugacion de gradiente de
densidad, para mejorar la impureza, pero este requiere mucho mas tiempo de centrifugacion
(>16 horas), lo que dificulta su viabilidad para aplicaciones clinicas a gran escala [81, 84].
Otras técnicas existentes y los kits comerciales, presentan pureza y rendimiento de exosomas
aislados diferentes, dificultando su aplicacion para procesamiento masivo [78]. Existen varios
protocolos de purificar exosomas, se utilizan técnicas de caracterizacién, como el andlisis de
marcadores especificos de exosomas (CD63, CD9, CD81) por Western Blot, el tamafio y
concentracion mediante Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), o la visualizacién directa
mediante microscopia electrénica [91]. Actualmente se dificulta comprar la pureza de los
exosomas aislados, gracias a la falta de métodos estandarizados para determinar la pureza de
los exosomas. Existe la necesidad de desarrollar métodos estandarizados para aislar
exosomas con técnicas de purificacion rapidas, rentables y reproducibles para las futuras
aplicaciones clinicas de exosomas [92].

TECNICAS MAS COMUNES PARA EL AISLAMIENTO DE EXOSOMAS, VENTAJAS Y
DESVENTAJAS.

Método Muestra ;I'nljeirr:;po Pureza  Ventajas Desventajas Ref.
Estandar de preferencia, Operacion lenta y
Ultra . Media - adecuado para muestras engorrosa, puede
centrifugacion Orina 14-600 alta de gran volumen, bajo llegar a dafar los [76]
costo. eX0somas.
Media . - .
Bajo costo, no utiliza Perdida de exosomas, 76
Ultrafiltracion Orina 130 equipo especial ni obstruccion del 57 !
reactivos. filtrador de membrana. ]
Método sencillo apto Contaminantes
Precipitacion Plasma 30-120 Baja para muestras potenciales (agregados  [65]
voluminosas. o residuos polimeros)
Alta especializacion
_Captu ra ]EO!F dad CCM 240 Alta para subtipos de aCnOt?(t:?;?,’ gepende del [87]
inmunoafinida eX0S0mMas po.
Cromatoarafia por Versatil para distintos
exclusi(’)ng de P CCM 15 Media-  tipos de muestras, Instrumentos costos, [76,
t ~ Alta conserva laintegridad de  procedimiento costo. 77]
amano las vesiculas
Microfluidica CMM 60 Alta Proceso répido. Requiere instrumentos [93]

especializados
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2.2.2 Exosomas en el SNC, relevancia fisiologica.

Los exosomas son liberados por los diferentes tipos de células del SNC tales como: neuronas
y células gliales (p.e astrocitos, oligodendrocitos y microglia) facilitando la transferencia de
proteinas, ARN y otras biomoléculas como ADN, MicroARN en diversos procesos
fisiologicos, como: la plasticidad sindptica y la homeostasis cerebral, A su vez en el
desarrollo embrionario del SNC ya que los exosomas influyen en la diferenciacion y el
crecimiento de estas células durante el desarrollo cerebral[94].

Los exosomas derivados de astrocitos son importantes reguladores de la actividad sinaptica
en el sistema nervioso central. Transportan diversos factores neurotréficos que promueven la
supervivencia, el crecimiento y la plasticidad neuronal. Ademéas del BDNF (Brain-Derived
Neurotrophic Factor), algunos otros factores clave transportados por estos exosomas
incluyen, NGF (Nerve Growth Factor) que estimula el crecimiento y la supervivencia de
neuronas, especialmente en el desarrollo temprano y en procesos regenerativo, Asi como el
GDNF (Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor) quien promueve la supervivencia de
diversas clases de neuronas, incluidas las dopaminérgicas, y es relevante en modelos de
enfermedades neurodegenerativas. Y también el NT-3 (Neurotrophin-3) que es importante
para la diferenciacion y supervivencia neuronal, especialmente en el desarrollo de las
neuronas sensoriales y motoras [95]. mediante este mecanismo, las células cerebrales pueden
responder a cambios en el microambiente manteniendo una funcion cerebral adecuada [96].

Ademas de los astrocitos, las microglias y las neuronas también liberan exosomas que
desempefian funciones cruciales en el sistema nervioso central, especialmente en respuesta a
lesiones cerebrales [97]. En el contexto de lesiones cerebrales, los exosomas micro gliales se
encargan de modular la inflamacién al transportar factores como el TNF-a o IL-1, influyen
en la respuesta inflamatoria inicial tras una lesién, lo que puede ser beneficioso o perjudicial
dependiendo de la regulacién, igual que facilitan la neuro proteccion cuando transportan
factores antiinflamatorios y antioxidantes que ayudan a controlar el dafio secundario en el
tejido cerebral, promoviendo la regeneracion, al estimular la reparacién contribuyen a la
limpieza de desechos celulares y a la resolucion de la inflamacion, lo cual es clave en la
recuperacion post lesién[98]. Las neuronas de diferentes tipos en el sistema nervioso central
liberan exosomas, y cada tipo puede tener funciones especificas segun su localizacion y papel
en la red neuronal. Por ejemplo, exosomas derivados de las neuronas corticales piramidales
transportan proteinas sindpticas, como el receptor AMPA, que modulan la plasticidad
sinaptica, crucial para el aprendizaje y la memoria [99, 100]. Los exosomas pueden, por lo
tanto, estar involucrados en la propagacion de proteinas patoldgicas en enfermedades
neurodegenerativas [101]. Por otro lado, los exosomas de neuronas gabaérgicas contienen
transportadores y receptores relacionados con el neurotransmisor GABA, influyendo en la
regulacién de la excitabilidad neuronal, importante en condiciones como la epilepsia [100,
101].

Condiciones patologicas cerebrales, como: los ACV, presentan una disrupcion en la cantidad
y composicion de los exosomas liberados [102]. Las neuronas sufren estrés y muerte celular
en areas afectadas por el ACV. Su liberacion de exosomas disminuye drasticamente, lo que
puede representar una represion total en areas gravemente dafiadas, aunque en areas
circundantes la liberacion puede aumentar, pero los astrocitos en un cerebro sano juegan un
papel protector, pero durante el ACV liberan exosomas que contienen proteinas de estrés



15

celular y sefiales inflamatorias [102]. Parecido al mecanismo de accion de las microglias
activadas tras el dafio, liberan mas exosomas cargados de citoquinas inflamatorias y factores
de estrés oxidativo y el oligodendrocito al sufrir dafios en su capacidad de formar mielina,
también pueden alterar la liberacién de exosomas que contienen proteinas involucradas en la
reparacion de la mielina [50]. En areas donde las neuronas y otras células estan gravemente
afectadas, la liberacion de exosomas puede verse significativamente reducida o incluso
inhibida. Esto puede deberse a la falta de energia celular y la disfuncion de los mecanismos
de tréfico vesicular [103].

El andlisis de cerebros post mortem de pacientes que sufrieron un ACV ha revelado
alteraciones en los perfiles de exosomas, especialmente en la cantidad de micro ARN
proinflamatorios y proteinas de estrés. En estudios de tejidos afectados por isquemia, se
observaron cambios especificos en la liberacion de exosomas en areas dafiadas y no dafiadas
del cerebro [50, 104, 105]. Este desbalance no solo altera la comunicacién intercelular, sino
que también puede exacerbar el dafio neuronal promoviendo procesos proinflamatorios que
conllevan a muerte celular cerebral [106]. Por ello, los exosomas estan siendo estudiados
tanto como biomarcadores, ya que pueden detectarse en la sangre periférica o en el liquido
cefalorraquideo (LCR) tras pasar a través de la barrera hematoencefalica (BHE), lo que
potencia su accion como biomarcadores [93]. En la sangre periférica, los exosomas liberados
por las células del sistema nervioso central pueden cruzar la BHE y ser detectados, lo que
facilita su analisis para identificar microARN y proteinas especificas del ACV. Exosomas
cargados con microARNSs proinflamatorios como miR-21 han sido encontrados en niveles
elevados en pacientes con ACV, y su analisis en sangre puede correlacionarse con la gravedad
y la evolucion del dafio cerebral. Este mecanismo permite un diagnostico temprano y
seguimiento del ACV sin procedimientos invasivos [94]. Por otro lado, en el liquido
cefalorraquideo (LCR), los exosomas liberados directamente desde las células neuronales y
gliales tras un ACV contienen proteinas y ARN que reflejan de manera mas directa los
cambios en el cerebro. Estos exosomas pueden transportar proteinas de estrés celular, como
HSP70 y HSP90, asi como citoquinas inflamatorias como IL-6 y TNF-a, que son marcadores
claves del dafio cerebral y la inflamacion post-ictus [94]. Los estudios han mostrado que el
namero y la composicion de los exosomas en el LCR aumentan significativamente en las
primeras horas tras el evento isquémico, ayudando a evaluar el pronostico y la extension de
la lesion [95].Durante un ictus, la liberacién de exosomas por las células dafiadas se ve
alterada, lo que lleva a un aumento de vesiculas con perfiles de ARN especificos (por
ejemplo, microARNs proinflamatorios como miR-21) y proteinas relacionadas con el estrés
celular, como las proteinas de choque térmico HSP70 y HSP9O0, y la inflamacion (por
ejemplo, TNF-a, IL-6) [94]. Estos cambios en la liberacién y contenido de exosomas reflejan
el estado patoldgico del cerebro y son Gtiles no solo como biomarcadores de la progresion
del ACV, sino también para predecir la respuesta inflamatoria y el dafio tisular a largo plazo
[94, 107].

Actualmente, uno de los principales problemas en el tratamiento del ACV es identificar
biomarcadores efectivos para el diagnostico y seguimiento de los pacientes. Algunos de los
biomarcadores mas comdnmente estudiados en el ACV, como proteinas pro inflamatorias
por ejemplo, IL-6 y TNF-a y factores de crecimiento como el factor de crecimiento endotelial
vascular, VEGF, presentan ciertas desventajas [108]. Estos biomarcadores, aunque valiosos,
tienen una baja abundancia en circulacion y una pobre heterogeneidad, lo que limita su
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utilidad clinica. Ademaés, estos marcadores suelen ser detectados mediante andlisis invasivos,
como la extraccion de sangre o el anélisis del liquido cefalorraquideo, lo cual no siempre es
practico en la fase aguda del ACV. Estudios recientes han mostrado que, aunque estas
moléculas proporcionan informacion sobre el estado inflamatorio o vascular del paciente, la
variabilidad entre pacientes y su limitada estabilidad en fluidos corporales reduce su
efectividad como biomarcadores diagnésticos robustos [93]. Un estudio de 2020 destact que
los niveles de IL-6 aumentan en las primeras horas tras un ACV, pero varian
significativamente entre los pacientes dependiendo de la extension del dafio. Otro estudio
encontrd que los niveles de VEGF estan relacionados con la reparacion vascular post-ictus,
pero su cuantificacion no siempre refleja el pronostico de manera consistente [109, 110]. Esta
falta de fiabilidad y homogeneidad en los biomarcadores tradicionales ha llevado a explorar
nuevas alternativas, como los exosomas, que ofrecen una mayor precision al reflejar el
microambiente del cerebro durante y después de un ACV, ademas de ser detectables en la
sangre y el LCR [8, 94]. Datos emergentes sugieren que los exosomas cerebrales juegan un
papel de reparacion tisular y la neuro proteccion [108, 111]. Después de una lesién cerebral,
como un accidente cerebrovascular (ACV) isquémico, la barrera hematoencefalica (BHE) se
rompe debido al aumento de la presidn intracraneal y otros factores relacionados con el dafio
tisular. La isquemia cerebral implica la interrupcién del flujo sanguineo, lo que priva a las
neuronas y células gliales de oxigeno y glucosa, desencadenando una rapida disfuncion
celular y despolarizacion de las membranas neuronales [99]. En respuesta a la falta de
energia, las neuronas liberan grandes cantidades de glutamato, un neurotransmisor
excitatorio, que activa los receptores NMDA, provocando una sobrecarga de calcio en las
células, lo que lleva a la excitotoxicidad y muerte celular. La isquemia también causa la
liberacion de metaloproteinasas de matriz (MMPs) que degradan las uniones estrechas entre
las células endoteliales de la BHE, aumentando su permeabilidad y permitiendo la filtracion
de liquidos, proteinas plasmaticas y células inmunitarias hacia el tejido cerebral [100]. Esta
ruptura de la BHE expone al cerebro a componentes del sistema inmunolégico, como
leucocitos y citoquinas proinflamatorias, generando una respuesta inflamatoria local que
agrava el dafio neuronal. Al mismo tiempo, el aumento de la permeabilidad facilita la entrada
de liquidos, contribuyendo al edema cerebral (hinchazén) y al incremento de la presion
intracraneal. Ademas, la disfuncién de la BHE afecta la eliminacion de desechos del cerebro,
resultando en la acumulacion de metabolitos téxicos en el espacio extracelular, lo que
exacerba el estrés celular y la inflamacion. En conjunto, estos mecanismos no solo
comprometen la funcion cerebral, sino que también aumentan el riesgo de muerte celular
masiva y deterioro neurolégico a largo plazo, complicando el tratamiento y la recuperacion
tras un ACV [96, 112, 113]. Después del ACV, las células endoteliales cerebrales secretan
exosomas que estimulan a las células progenitoras neuronales para diferenciarse en
oligodendrocitos para participar en la mielinizacion [112, 113]. Como también, los pericitos
y células endoteliales comienzan a promover la angiogénesis y restablecer la barrera
hematoencefalica (BHE)[114]. Los pericitos son capaces de liberar exosomas que actlan
como promotores de la angiogénesis y la neurogénesis, facilitando la diferenciacion de
neuronas y células gliales, asi como procesos de migracion y proliferacion [115]. Se ha
demostrado que los exosomas derivados de los pericitos facilitan la diferenciacion de
neuronas progenitoras en neuronas maduras, ademas de estimular la proliferacion y
migracion de células madre neurales, contribuyendo a la regeneracion del tejido cerebral.
Estos exosomas contienen diversas moléculas sefializadoras, como factores neurotroficos,
micro ARNSs y proteinas que regulan estos procesos, sugiriendo que los pericitos no solo
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participan en la formacion de nuevos vasos sanguineos, sino que también juegan un papel
importante en la reparacion y regeneracion neuronal tras una lesion. Estudios previos han
destacado el papel de los pericitos en la neurogénesis y la angiogénesis, mostrando como los
exosomas en este contexto facilitan la comunicacion célula-célula 'y modulan el microentorno
cerebral [8, 116]. También, las células progenitoras neuronales secretan exosomas que son
capaces de promover procesos de inmunidad periférica al ser capaces de atravesar la BHE
[117, 118]. Los exosomas cerebrales son promotores de efectos neuro protectores a largo
plazo después de un ACV debido que regulan la respuesta inmune periférica promuevenla
angiogenesis y estimulan la remodelacion dendritica axonal [119].
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Figura 2. Interacciones celulares en el microentorno cerebral tras un accidente cerebrovascular. La
imagen ilustra la participacion de diferentes tipos de células del sistema nervioso central, incluyendo
neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, microglia y pericitos. Estos componentes colaboran en la
reparacion y regeneracion del tejido cerebral después de un ACV. Los pericitos, situados en la
barrera hematoencefalica, liberan exosomas que facilitan la angiogénesis y la neurogénesis,
promoviendo la diferenciacion y migracion de células madre neurales, asi como la comunicacién
entre las células. Esta interaccion es fundamental para restaurar la funcionalidad neuronal y la
integridad de la BHE después de la lesion. [28].

2.2.3 Terapia exosémica en el ACV.

La terapia exosomica se ha enfocado principalmente en el tratamiento del acv isquémico en
lugar del acv hemorragico debido a varias razones relacionadas con la naturaleza de ambas
condiciones y los mecanismos de los exosomas[10]. El acv isquémico provoca la muerte de
las células cerebrales por falta de oxigeno y nutrientes. La terapia exosomica busca restaurar
la funcidn celular mediante la promocion de la regeneracion, reduccion de la inflamacion y
activacién de procesos como la neurogénesis, angiogénesis y la reparacion de tejidos [120,
121]. Los exosomas son particularmente eficaces en este contexto, donde el dafio esta
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vinculado a la falta de oxigeno (hipoxia) y donde la recuperacién de la circulacion sanguinea
y laregeneracion neuronal son esenciales [17, 18]. En contraste, el acv hemorragico involucra
la ruptura de un vaso sanguineo en el cerebro, lo que causa la acumulacién de sangre y
presion, y potencialmente dafio cerebral extenso por compresion y toxicidad de la sangre
derramada. Aqui, la prioridad medica es detener la hemorragia y controlar la presion
intracraneal, lo cual es méas agudo y critico que los procesos de regeneracion celular [2].
Aunque los exosomas tienen propiedades antiinflamatorias, regenerativas y neuro
protectoras, no pueden resolver directamente la hemorragia activa ni controlar la presion
intracraneal de manera inmediata, lo que hace que su aplicacion inicial en esta condicién sea
menos relevante [122, 123].

Los exosomas tienen la capacidad de entregar moléculas activas de gran potencial terapéutico
[54]; como también, atravesar la barrera hematoencefalica lo que permite la comunicacion
entre el sistema periférico y el sistema nervioso central (SNC) [124].

Los exosomas son secretados por todos los tipos celulares en el cuerpo, incluyendo las células
madre [125]. Destacando, los exosomas de células madre mesenguimales (CMM), que tienen
gran capacidad regenerativa, inmunomodulador y su potencial terapéutico en diferentes
enfermedades humanas. La aplicacion terapéutica de los exosomas se ha observado en
diversas aplicaciones [68], tales como: En enfermedades cardiacas, los exosomas derivados
de células madre mesenquimales (MSC) pueden promover la reparacion del tejido cardiaco
tras un infarto al inducir la regeneracion miocérdica y reducir la inflamacion [126]. En el
intestino, los exosomas han sido utilizados para tratar colitis y enfermedades inflamatorias
intestinales, mejorando la funcion de la barrera intestinal y modulando la respuesta inmune
[127, 128]. En aplicaciones cutaneas, los exosomas contribuyen a la regeneracion dela piel,
acelerando la cicatrizacion de heridas y promoviendo la reparacion de tejidos dafiados [129].
También se investigan en enfermedades hepaticas y renales, donde pueden reducir la fibrosis
y mejorar la funcién celular [130, 131]. Estas aplicaciones destacan la versatilidad de los
exosomas como herramienta terapéutica en diferentes sistemas del cuerpo.

La capacidad terapéutica de los exosomas varia dependiendo del origen celular, ya que los
exosomas llevan componentes especificos que evidencian el tipo de célula de la que proviene
y también determina su potencial en diferentes aplicaciones clinicas [132]. Por ello, la
utilizacion de exosomas cerebrales se presenta como una opcidn atractiva en posibles terapias
para lesiones cerebrales. En esta revision nos enfocaremos en la terapia basada en exosomas
provenientes de células cerebrales [85, 91, 124, 133] y de células madre [12, 131, 134, 135].
Un enfoque clave en la terapia con exosomas es su capacidad para promover la regeneracion
tisular y reducir la inflamacion, lo que ha sido de particular interés en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas y el accidente cerebrovascular [109]. En este contexto, la
seleccion de la via de administracion es crucial para garantizar que los exosomas puede influir
directamente en factores como eficiencia, concentracion en el sitio objetivo y velocidad de
accion[136].

Existen distintas vias de administracion de exosomas, estas se dividen en dos grupos,
sistematica y loca, la administracion sistematica contempla: (A) Intranasal, (B) Inyeccion
intraarterial a través de la arteria carotida comun, (C) inyeccion intravenosa a traves de la
vena de la cola, (D) Inyeccion intravenosa a través de la vena femoral o la vena yugular
interna y (E) administracion intraperitoneal. La administracion local incluye: (F) inyeccion
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en el ventriculo cerebral o también conocida como intracerebral [30] (ver fig. 3). La via de
administracion mas destacada para las aplicaciones terapia exosomica en modelos animales
(roedor) de accidente cerebro vascular isquémico es la inyeccion intravenosa a traves de la
cola de la vena.[137] Ya que es no invasiva, facilita su aplicacion y ofrece la capacidad de
distribuir sistematicamente, por medio del torrente sanguineo los exosomas por todo el
cuerpo [136].
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Figura 3. Vias de administracion de exosomas: A- via de administracion intranasal, B- via de

administracion por medio de la arteria carétida, C- administracion por medio de la cola de la vena,
- Inyeccion intravenosa a través de la vena femoral o la vena yugular interna, E- administracion

intraperitoneal, F- inyeccion en el ventriculo cerebral o también conocida como intracerebral.

El sistema cerebral central segun estudios genera exosomas que son capaces de promover la
angiogeénesis, disminuir la inflamacion, detienen la apoptosis celular, ayudando asi a tatar las
lesiones generadas por el ACV isquémico, como se puede observar en la tabla IV, donde se
mencionan estudios tanto in vivo, como in vitro, de fuentes de exosomas provenientes de
células somaticas [15, 59, 60]. Los exosomas derivados de células cerebrales, como las
neuronas o las células gliales, también han mostrado potencial en la mitigacion de la
apoptosis y en la proteccion de las células neuronales afectadas, (ver tabla 1V). Las neuronas,
astrocitos y microglia y células endoteliales, secretan exosomas neuronales que intervienen
en la respuesta a lesiones, facilitando la comunicacién entre células del sistema nervioso
central (SNC) [138].

Los astrocitos, las células gliales mas grandes del sistema nervioso central, cumplen
funciones cruciales como el soporte estructural de las neuronas, la regulacion de la
inflamacién, el mantenimiento de la barrera hematoencefalica, y la modulacién de la
actividad sinaptica [80].

El estudio in vitro denominado “Efecto neuro protector del pre acondicionamiento isquémico
mediado por exosomas derivados de astrocitos y el papel del miR-92b-3p en la isquemia
cerebral”. Este estudio in vitro investiga como los exosomas derivados de astrocitos pre
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acondicionados con privacion de oxigeno y glucosa (OGD) protegen a las neuronas en un
modelo de isquemia cerebral. Los resultados muestran que estos exosomas son absorbidos
por las neuronas y atendan la muerte neuronal y las apoptosis inducidas por la OGD. Un
hallazgo relevante es el micro ARN miR-92b-3p, que se encuentra en niveles aumentados en
estos exosomas Yy ejerce efectos neuro protectores cuando se sobre expresa en las neuronas.
Se realizaron estudios de secuenciacion de micro ARN, analisis de apoptosis neuronal y
estudios de absorcion de exosomas para medir los efectos protectores de los exosomas.
Comparando diferentes tipos celulares (astrocitos, neuronas y microglia), los exosomas de
astrocitos pre acondicionados mostraron ser los mas efectivos en reducir la apoptosis y
proteger frente a la isquemia in vitro [139].

Por otro lado, otro estudio in vitro: “Los exosomas derivados de astrocitos inducen la
recuperacion neuronal después de una lesion cerebral traumatica mediante la administracion
de enlaces de hendidura alfa 1-20 k. Este estudio, tanto in vitro como in vivo, explora el
papel de los exosomas derivados de astrocitos que contienen la proteina GJA1-20 k en la
recuperacion neuronal tras una lesién cerebral traumatica (LCT). Los exosomas redujeron la
apoptosis neuronal y mejoran la funcion mitocondrial, promoviendo la recuperacion de
neuronas dafiadas. Los exosomas se administraron a través de un modelo de cultivo celular
in vitro y se transfirieron a un modelo de rata con lesién hidraulica por trauma cerebral. Se
emplearon técnicas como inmunofluorescencia, analisis de apoptosis (TUNEL), Western blot
para detectar proteinas, y tinciones histologicas (TTC y Nissl) se utilizaron para analizar los
efectos. Los resultados sugieren que los exosomas que contienen GJA1-20 k son efectivos
para reducir la apoptosis neuronal y mejorar la funcion mitocondrial, favoreciendo la
recuperacion neuronal tras una LCT. EIl estudio sugiere que los exosomas derivados de
astrocitos, especialmente aquellos que contienen GJA1-20 k, funcionan eficazmente para
reducir la apoptosis neuronal y mejorar la funcion mitocondrial, promoviendo asi la
recuperacion neuronal después de una lesion cerebral [140].

El estudio in vivo “Efecto de los exosomas derivados de astrocitos (AS-Exo) en la regulacién
de la apoptosis y la autofagia neuronal en modelos de accidente cerebrovascular isquémico.”
Investiga el uso de exosomas derivados de astrocitos (AS-Exo) para tratar la isquemia
cerebral en ratones. Los exosomas fueron administrados intravenosamente tras inducir
isquemia focal mediante la oclusion de la arteria cerebral media. Los resultados mostraron
que los AS-Exo mejoraron la viabilidad neuronal, inhibieron la apoptosis inducida por la
privacion de oxigeno y glucosa (OGD), y redujeron los niveles de mediadores inflamatorios
como TNF-a, IL-6 e IL-1p. El estudio también revel6 que los AS-Exo regulan positivamente
la autofagia, lo que contribuyd a disminuir la degeneracion neuronal en estudios tanto in vitro
como in vivo. Los métodos utilizados incluyeron tincién inmunofluorescente para la
identificacion de astrocitos y la captacion de exosomas por neuronas mediante microscopia
laser confocal. Se analizaron la viabilidad celular y la apoptosis mediante los ensayos CCK-
8 y TUNEL, y se evaluaron proteinas relacionadas con apoptosis (caspasa-3, Bax) y autofagia
(Beclin-1, LC3-1, LC3-Il, P62) usando Western blot. Ademas, se midieron los niveles de
citoquinas proinflamatorias con ensayos ELISA [141].

En el caso de los exosomas secretados por la microglia, pueden tener roles neuro protectores
como neurodegenerativos, dependiendo del contexto patoldgico [142, 143]. La microglia,
como células inmunitarias exclusivas del sistema nervioso central (SNC), juega un papel
crucial en diversos procesos fisioldgicos cerebrales [144]. Cuando ocurre un accidente
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cerebrovascular isquémico, la microglia se activa y puede polarizarse en dos fenotipos
diferentes: el fenotipo M1o el fenotipo M2[145]. El estudio in vitro titulado "EI miR-424-5p
transportado por exosomas desde la microglia pre acondicionada isquémica media la lesion
de las células endoteliales cerebrales a través de la regulacion negativa de la via
FGF2/STAT3" explora como el micro ARN miR-424-5p, transportado en exosomas
derivados de microglia activada por privacion de oxigeno y glucosa (OGD), afecta a las
células endoteliales cerebrales (BMEC) en un modelo de isquemia. Los exosomas de
microglia activada por OGD exacerban el dafio y la permeabilidad de las BMEC, lo que
contribuye a la disfuncion de la unidad neurovascular. La inhibicion de miR-424-5p en los
exosomas redujo significativamente este dafio, mejorando la integridad celular y
disminuyendo la permeabilidad. Por el contrario, la sobreexpresion de miR-424-5p empeoro
la lesién y aumento la permeabilidad de las BMEC. Para verificar estos efectos, se utilizaron
ensayos in vitro de privacién de oxigeno y glucosa (OGD) en BMEC, junto con analisis de
mi ARN en exosomas, y ensayos de ganancia y pérdida de funcion para miR-424-5p. Los
resultados también fueron validados en un modelo in vivo de oclusion de la arteria cerebral
media (MCAOQ), donde la inhibicién de miR-424-5p redujo la disfuncién neuroldgica y el
dafio endotelial. El estudio sugiere que la inhibicion de miR-424-5p en exosomas de
microglia tiene un efecto protector, disminuyendo el dafio en las células endoteliales y
mejorando la permeabilidad en condiciones de isquemia. En contraste, su sobreexpresion
exacerba el dafio celular, subrayando el papel critico de miR-424-5p en la regulacion de la
via FGF2/STAT3 en la lesion isquémica [145].

El estudio in vivo titulado "Los exosomas derivados de la microglia M2 protegen al cerebro
del ratén de la lesidn por isquemia-reperfusion a traves del miR-124 exosomal™ investiga el
papel de los exosomas derivados de microglia M2 en la proteccion del cerebro tras una lesion
isquémica. Los resultados mostraron que estos exosomas tienen un fuerte efecto neuro
protector, reduciendo la apoptosis neuronal y disminuyendo el volumen del infarto cerebral
en un modelo de isquemia cerebral en ratones. Ademas, los ratones tratados con los exosomas
demostraron mejoras significativas en sus déficits conductuales tres dias después del ataque
isquémico. Sin embargo, cuando se inhibio el miR-124 en los exosomas, los efectos
protectores disminuyeron considerablemente. La combinacion de exosomas M2 con el
inhibidor de USP14 restaur6 completamente los efectos neuro protectores Los exosomas
fueron administrados por via intravenosa en el cerebro de los ratones inmediatamente
después de inducir la isquemia mediante la oclusién de la arteria cerebral media. Los efectos
se midieron a través de la evaluacion del volumen del infarto, puntuaciones neuroldgicas y
analisis de apoptosis neuronal. También se realizaron estudios mecanicistas para analizar los
niveles de expresion de ARN vy proteinas en neuronas Yy tejidos cerebrales. El estudio
concluye que los exosomas derivados de la microglia M2, a través de la accion del miR-124,
funcionan eficazmente para reducir el dafio cerebral isquémico y promover la supervivencia
neuronal, destacando su potencial terapéutico tanto en modelos in vitro como in vivo [137].
En resumen, la terapia exosémica tiene un potencial prometedor para el tratamiento del
accidente cerebrovascular isquémico, con los exosomas derivados de la microglia M2
mostrando eficacia en la reduccion del dafio cerebral y la promocion de la supervivencia
neuronal. La regulacién precisa de miRNAs como miR-424-5p y miR-124 es crucial para
maximizar los beneficios terapéuticos y minimizar los efectos adversos [137, 146].
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En el estado de hipoxia los exosomas provenientes de células endoteliales cerebrales tiene un
papel importante en la proteccion de las neuronas, y promueven en crecimiento axonal, por
medio de la promocidn del crecimiento celular, migracion y detenimiento de la apoptosisde
las células nerviosas [147]. Un estudio in vitro “Los exosomas derivados de células
endoteliales cerebrales inducen neuro plasticidad en ratas con lesion por isquemia /
reperfusion”. En este estudio in vitro, se compard el efecto de exosomas derivados de células
endoteliales cerebrales isquémicas (iSCEC-exos) y no isquémicas (nCEC-exos) en el
crecimiento axonal de neuronas corticales. Los iSCEC-exos demostraron una eficacia
superior en comparacion con los nCEC-exos para promover el crecimiento axonal. Se utilizo
un sistema de cultivo celular multi compartimental y analisis ultraestructurales para
confirmar la internalizacion de los exosomas en los axones. El analisis de miARN y proteinas
revel6 que los isCEC-exos facilitan la recuperacion axonal, mediado por cambios en micro
ARN vy proteinas relacionadas con la inhibicion del crecimiento [147].

En estudios in vivo como “El miR-424-5p transportado por exdsmosis desde la microglia pre
acondicionada isquémica media la lesion de las células endoteliales cerebrales a través de la
regulacion negativa de la via FGF2/STAT3”. Este estudio in vivo evalud el impacto de los
exosomas derivados de células endoteliales cerebrales (EC-Exo) en la recuperacion post-
ictus en un modelo de oclusién/reperfusion de la arteria cerebral media (MCAO/R). Los
resultados mostraron que los EC-Exo redujeron la tasa de falla de pie, mejoraron la marcha
y enriquecieron las vias relacionadas con la transmision sinaptica y la plasticidad sinaptica.
El microARN-126-3p, presente en los exosomas, jugo un rol crucial en la proteccion neuronal
y el crecimiento de neuritas. Estos efectos se reflejaron en mejoras en la funcién motoray la
plasticidad sinaptica [146]. En otro estudio in vivo “Mecanismo de reparacion de la lesion
cerebral isquémica por exosomas derivados de células progenitoras endoteliales”. Estudio in
vivo examiné los efectos de los exosomas derivados de células progenitoras endoteliales
(EPC) en un modelo de isquemia cerebral. Los resultados indicaron una reduccion
significativa en el tamafio del infarto cerebral, mejoras en la puntuacién de déficits
neuroldgicos y una disminucion en la apoptosis celular. Ademas, se observo un aumento en
la expresion de proteinas asociadas con la angiogénesis, como CD31 y VEGF. Los exosomas
se inyectaron intraventricular mente, y los analisis confirmaron la eficacia de los exosomas
en la promocién de la angiogénesis y la reduccion de la apoptosis, mejorando la recuperacion
funcional [148].

Los estudios sobre células somaéticas han sido fundamentales para comprender los
mecanismos de reparacion tisular y regeneracion en el contexto del accidente cerebrovascular
(ACV), ofreciendo valiosa informacion sobre las respuestas celulares ante el dafio isquémico
[60]. Sin embargo, a medida que se ha avanzado en la investigacion, se ha reconocido que
las células somaticas tienen limitaciones en su capacidad de regeneracion a largo plazo y en
su potencial para influir en el microambiente post-ACV [149]. En este sentido, las células
madre mesenquimales (CMM) han emergido como una alternativa prometedora, no solo por
su capacidad para diferenciarse en varios tipos celulares, sino también por su potente accion
paracrina y su habilidad para secretar exosomas cargados conmoléculas terapeuticas [11].
Estas caracteristicas han impulsado una creciente atencion haciael potencial de las MSC en
el tratamiento del ACV, abriendo nuevas vias de investigacion que buscan maximizar los
beneficios terapéuticos de estos enfoques celulares avanzados [13]. Un estudio sobre la
recuperacion funcional tras un accidente cerebrovascular, los exosomas
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modificados por bioingenieria enriquecidos con el grupo miR-17-92 derivados de celulas
estromales mesenquimales (CMM) demostraron tener un impacto significativo [149, 150].

En comparacion con el grupo control que recibié liposomas, las ratas tratadas con estos
exosomas presentaron una reduccion considerable en el corriente umbral para la micro
estimulacion intracortical, lo que mejor6 los movimientos de las extremidades. Ademas, se
observo un aumento en la densidad de neuritas, mielina, y brotes axonales, tanto en el area
limite isquémica como en la médula espinal desnervada. Esta mejora funcional parece estar
relacionada con la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR, mediada por la regulacién negativa
de PTEN, lo que favorece la remodelacidn axonal y la mielinizacion [151].

En linea con estos hallazgos se realizé un intento por demostrar que los exosomas de células
estromales mesenquimales (MSC) median la transferencia de micro ARN 133b (miR-133b)
para promover la recuperacion neurologica tras un accidente cerebrovascular, se emplearon
tecnologias de knockin y knockdown para ajustar los niveles de miR-133b en las MSC y sus
exosomas [152]. Las ratas sometidas a oclusion de la arteria cerebral media (MCAO0) y
tratadas con diferentes variantes de CMM mostraron resultados interesantes. Las que
recibieron MSC sin modificacion ya mejoraron la recuperacion funcional y la plasticidad
axonal, pero estas mejoras fueron alin mas notables con el tratamiento de MSC miR-133b (+)
[152, 153]. En contraste, los beneficios disminuyeron con el tratamiento de CMM miR- 133b
(-). Ademas, el nivel de miR-133b en los exosomas del liquido cefalorraquideo reflejoestos
cambios, sugiriendo que los exosomas liberados por las CMM transfieren efectivamente
miR-133b a astrocitos y neuronas, modulando la expresién de genes clave y favoreciendo la
remodelacion neuronal [154]. Recientes estudios como el de aplicacién de vesiculas
extracelulares derivadas de células madre mesenquimales en el tratamiento del ictus: estudio
de bio distribucion y micro ARN y el que habla sobre los exosomas de célulasprogenitoras
endoteliales modificadas con miRNA-126 alivian la lesion cerebral y promueven la
recuperacion funcional después de un accidente cerebrovascular comparan el uso de
vesiculas extracelulares y exosomas en modelos animales para tratar el ictus isquémico. En
el primer estudio, las vesiculas extracelulares derivadas de células madre mesenquimales no
solo demostraron estimular la neurogénesis y la angiogénesis, sino que ademas ofrecieron
una ventaja sobre las MSC al evitar su acumulacion en 6rganos como lospulmones y el
higado [155]. Ademas, se identificaron los micro ARN miR-184 y miR-210 como factores
clave en la promocion de estos procesos regenerativos [156]. En cambio, en el segundo
estudio, los exosomas derivados de células progenitoras endoteliales (EPC-EX), modificados
con miR-126, mostraron un efecto méas potente que los exosomas no modificados al reducir
el tamafio del infarto, aumentar la microvasculatura y mejorar la recuperacion neuroldgica
[157]. Aqui, el enriquecimiento con miR-126 favorecio la angiogénesis y la neurogénesis,
acompafiado por una regulacion positiva de VEGFR2 y una reduccién de la caspasa-3,
indicando un efecto protector contra el dafio cerebral [158]. Aunque ambos estudios destacan
el papel terapéutico de estas vesiculas y exosomas, el primero se centra mas en la bio
distribucion y los mi ARN clave para la regeneracion, mientras que el segundo profundiza
en los beneficios del miR-126 en la recuperacion funcional, especialmente en modelos
diabéticos [158].

Por otro lado, un estudio reciente ha demostrado que los exosomas aislados de NSC (NSCs-
Ex) tienen una notable eficacia en la inhibicidn de la apoptosis neuronal y en la promocion
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de la proliferacion de células SH-SY5Y, tanto en condiciones normales como en escenarios
de privacion de oxigeno y glucosa (OGD). Los estudios realizados in vivo respaldan estos
hallazgos, evidenciando que los NSCs-Ex no solo reducen de manera significativa el area de
infarto en modelos de oclusion de la arteria cerebral media (MCAO), sino que también
suprimen la apoptosis en las neuronas [159]. Un descubrimiento clave de esta investigacion
es el miR-150-3p, identificado como el micro ARN méas abundantemente expresado en los
exosomas en comparacion con las NSC originales [155]. El uso de un imitador de miR-150-
3p ha demostrado efectos neuro protectores, mientras que su inhibidor exacerb6 la lesion
neuronal, tanto in vitro como in vivo. Ademas, se identific6 a CASP2 como un objetivo de
miR-150-3p, lo que sugiere que los NSCs-Ex facilitan la neuro proteccion mediante la
transferencia de este micro ARN, dirigiéndose a CASP2 y, en consecuencia, inhibiendo la
apoptosis neuronal tras una lesién cerebral [160]. Estos hallazgos destacan el potencial
terapéutico de los exosomas derivados de NSC en el tratamiento de lesiones cerebrales,
abriendo nuevas vias para la investigacion en terapias regenerativas. Se determind en un
hallazgo reciente que la expresion de miR-124 mediante PCR en tiempo real tenia un impacto
en el area de infarto en un modelo de ratones con oclusion de la arteria cerebral media
(MCAO). Ademas, se investigo la influencia de miR-124 en la apoptosis y la muerte neuronal
inducida por privacion de oxigeno y glucosa (OGD) mediante técnicas de
inmunofluorescencia. El anlisis de las proteinas relacionadas con la apoptosis se llevé a cabo
a través de Western blot[161].

Los resultados revelaron que los niveles de miR-124 aumentaron significativamente en la
penumbra isquémica en comparacién con las areas no isquémicas de los ratones con MCAO.
Asimismo, el tejido cerebral de ratas espontdneamente hipertensas propensas a accidentes
cerebrovasculares (SHR-SP) mostr6 una expresion mas alta de miR-124 en comparacion con
ratas espontaneamente hipertensas (SHR) [162]. Este patron se observé también in vitro,
donde el tratamiento con OGD incremento notablemente los niveles de miR-124 en neuronas
primarias. En el contexto in vivo, la sobreexpresion de miR-124 condujo a una disminucion
significativa en el area de infarto, mientras que su supresion resultdé en un aumento
significativo [163]. En condiciones in vitro, la ganancia o pérdida de funcién de miR-124 se
tradujo en una reduccion o aumento de la apoptosis y la muerte neuronal inducida por OGD,
correlacionandose con variaciones en las proteinas anti apoptéticas Bcl-2 y Bcl-xl. Estos
hallazgos sugieren que miR-124 desempefia un papel crucial en la regulacion de la apoptosis
neuronal y puede ser un objetivo potencial para estrategias terapéuticas en el tratamiento de
lesiones cerebrales [164]. Recientemente, se ha comenzado a explorar la aplicacion clinica de
los exosomas derivados de células madre mesenquimales (CMM) en humanos, lo que podria
cambiar la percepcidn sobre su viabilidad terapéutica. Un ensayo clinico piloto aleatorizado
evalud la seguridad de la inyeccion intraparenquimatosa de exosomas de placenta alogénica
en pacientes sometidos a craneotomia descompresiva debido a un infarto maligno de la arteria
cerebral media (mMMCAI) [89]. Este tipo de infarto es una causa significativa de alta
mortalidad y discapacidad en adultos. Se incluyeron cinco pacientes con una edad promedio
de 62 afos, y se realizo un seguimiento de 3 meses. A pesar de que los pacientes presentaban
un indice de puntuacion NIHSS medio de 17,6 £ 5,02, no se reportaron efectos adversos
graves, como hematomas o edema en el lugar de la inyeccion [89]. La inyeccion se llevo a
cabo con un volumen de 2 ml de exosomas a una concentracion de 356 pg/ml, inyectindose
a 2 cm de profundidad en la zona de penumbra isquémica del 16bulo frontal. Las células
madre mesenquimales se cultivaron a partir de placenta fresca, y los exosomas se
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almacenaron a -20 °C antes de su uso [89]. El estudio, aprobado por el comité de ética de la
Universidad de Ciencias Médicas Shahid Beheshti en Iran, se centrd en la seguridad més que
en la efectividad, aunque se observaron algunas mejoras funcionales en la escala de Rankin
modificada en cuatro de los cinco pacientes tres meses después del accidente cerebrovascular
[89]. Estos hallazgos sugieren que la inyeccion de MSC-Exo puede ser segura para el
tratamiento de accidentes cerebrovasculares isquémicos agudos [9]. Este estudio es un paso
importante en la investigacion clinica sobre el uso de exosomas, respaldando su potencial
terapéutico en humanos, un éarea que previamente carecia de evidencia clinica sélida. A
medida que se continude investigando, estos exosomas podrian convertirse en un tratamiento
de apoyo y preventivo en pacientes que sufren de lesiones isquémicas.

TABLA I111.
APLICACION DE LA TERAPIA APARTIR DE LAS CELULAS SOMATICAS

Tipo de Fuente de Efecto terapéutico Método de evaluacion Ref.

estudio exosomas
Mostro efecto neuro protector, Se realiz6 CCK-8 para estimar la viabilidad celular y [139]
atenuacion de la muerte neuronal yla  Secuenciaciéon de microARN (miARN) de alto
apoptosis. rendimiento.

Los exosomas GJA1-20 k fueron Los resultados se evaluaron mediante tincion con TTCy  [140]
absorbidos por la neurona y Seccionesde tejido dafiado del modelo de TCE de rata.

In vitro Astrocitos regularon negativamente la tasa de
apoptosis y aumentaron la funcién
mitocondrial para promover la
recuperacién neuronal.

In vivo Astrocitos Inhibié la apoptosis, mejoro el dafio  Para evaluar la apoptosis de las neuronas, se observo el [141]
neuronal mediante la regulacion de la  marcado y la captacién de exosomas por las neuronas
autofagia. mediante microscopia laser confocal, la vitalidad y la

apoptosis de las células HT-22 mediante el ensayo Cell
Counting Kit-8 (CCK-8) y la tincion Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
(TUNEL). Para investigar el efecto de AS-Exo en la
autofagia de las neuronas OGD, se analiz6 mediante
Western blot.
Agravacion del dafio celular, Los Evaluacion de Sobreexpresion e inhibicion de miR-424-5p  [146]
exosomas derivados de la microglia  para determinar su impacto en la viabilidad celular y la
activada por privacion de oxigeno y  permeabilidad. Ensayo de actividad dual de luciferasa para
glucosa (OGD) empeoraron la confirmar que miR-424-5p regula la via de sefializacion
viabilidad celular e integridad de las FGF2/STAT3, identificando cdmo miR-424-5p interactia
células endoteliales microvasculares  con esta via en las células endoteliales. Técnica RIP (RNA
cerebrales (BMEC), lo que condujo a Immunoprecipitation) para verificar la interaccion entre
una mayor pérdida de formacion. miR-424-5p y las proteinas objetivo, como STATS3,
proporcionando evidencia mecanicista del impacto de
miR-424-5p en la via de sefializacién.

In vitro Microglia
Reduccion de la apoptosis neuronal, Para la evaluaciéon del volumen de infarto se realizd [137]
disminucion del volumen del infarto  tifiendo las secciones cerebrales con solucion de violeta de
cerebral cresilo y calculando la proporcion de tincion en los

hemisferios ipsilateral y contralateral utilizando ImageJ,
Las evaluaciones neurolégicas utilizaron la escala de
Invivo  Microglia gravedad neurol6gica modificada (mNSS), que es una
M2 escala compuesta de pruebas motoras, reflejas y de
equilibrio.
Invitro  Células Facilita el crecimiento axonal. Evaluacion de crecimiento axonal, andlisis ultraestructural — [165]
endoteliales con microcopia, evaluacién mecéanica y bloqueo del
trasporte axonal.

Invivo  Células Regulacion de la plasticidad Evaluacién de la funcién motora con tasa de fallade piey  [147]

endoteliales  sindptica. Aumento de la longitud de  andlisis de la marcha. La evaluacion de la secuencia de

las dendritas, proteccion a las células
PC12 de la apoptosis, aumento del

genes utilizando el andlisis de GO (Gene Ontology) y
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) para
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crecimiento de las neuronas, determinar el enriquecimiento en términos biol6gicos
promociéon de la recuperacion  relacionados con la plasticidad sindptica, la regulacion de
motora funcional en el modelo la transmision sinaptica y el ciclo de vesiculas sinépticas,

MCAO/R.

también se realizd Analisis de microARN. Evaluacién
estructural consisti6 en medicion de sinapsina-1'y longitud
de dendritas.

Frena la apoptosis y promueve la

angiogeénesis.

Los métodos de evaluacion para el area de infarto fue
medida por tincion TTC.

La Puntuaciones neurolégicas (evaluacion conductual),
apoptosis (medida por tincion TUNEL), examen
patolégico (tincion H&E), Angiogénesis (expresion de
CD31y VEGF mediante inmunofluorescencia y RT-
gPCR). sefializacion molecular (niveles de Wnt3a, GSK-
3By p-GSK-3p mediante western blot).

[148]

TABLA IV.

APLICACION DE LA TERAPIA EXOSOMICA A PARTIR DE EXOSOMAS DE CELULAS

MADRE

Tipo de
estudio

Fuente de
exosomas

Efecto terapéutico

Método de evaluacion

Ref.

Invitro

CMM

Promueve la angiogénesis

Anaélisis de proliferacion y migracion celular mediante ensayos
MTT vy de rasgado, respectivamente, evaluacion de formacion
de tubos en ECs para medir su capacidad de angiogénesis,
analisis de expresion de proteinas relevantes mediante Western
blotting y PCR en tiempo real para cuantificar la expresion de
miR-126 y genes relacionados.

[71]

In vivo

CMM

Aumento la extension axonal y
la mielinizacién axonal.

Pruebas de remocién de adhesivos y puntuacion de severidad
neurolégica modificada (mNSS), Estimulacion cortical
intracortical (ICMS) para medir el umbral de movimiento en
extremidades, trazado corticoespinal: Inyeccién de BDA para
visualizar fibras axonales en el cerebro y médula espinal y
tincion de Luxol Fast Blue para mielina y anticuerpos para GAP-
43 en tejido cerebral.

[151]

Remodelacién neuronal

Pruebas conductuales para medir mejoras en la capacidad
motora, y la plasticidad axonal y remodelacion de neuritas en la
zona limite isquémica para observar cambios en la estructura
neuronal. Se cuantificd el nivel de miR-133b en los exosomas
del liquido cefalorraquideo para determinar la transferencia del
microARN. Ademas, se utiliz6 proteina fluorescente para
rastrear la liberacién y transferencia de exosomas a astrocitos y
neuronas. Finalmente, se analiz6 la expresién de genes diana
especificos para miR-133b para evaluar el impacto de la
transferencia de miR-133b en la regulacion genética post-ACV.

[149]

Neurogénesis, angiogénesis

Se utilizaron varios métodos de evaluacion: la biodistribucion
de las vesiculas extracelulares (MSC-EV) se analiz6 mediante
marcaje fluorescente y mediciones en el hemisferio infartado, el
pulmén y el higado. Se evalud la eficacia terapéutica observando
mejoras conductuales en ratas tratadas con MSC-EV en
comparacion con un grupo control. Ademas, se examinaron los
efectos de MSC-EV en la neurogénesis y la angiogénesis, y se
identificaron los microARN esenciales (mMiARN-184 y miARN-
210).

[166]

Neurogénesis,
anti apoptosis.

angiogénesis,

Se midi6 el volumen del infarto, el flujo sanguineo cerebral, la
densidad microvascular cerebral y se realizaron analisis de
neurogénesis y angiogénesis mediante técnicas como la
inmunofluorescencia y el TUNEL. También se evaluaron los
déficits neuroldgicos mediante pruebas de conducta como la
prueba de esquina y de retirada adhesiva.

[120]

In vivo
e in
vitro

CMM

Proteccion de la barrera
hematoencefalica, efecto
antinflamatorio y anti
apoptosis.

Permeabilidad de la barrera hematoencefalica con el tinte
Evans Blue, apoptosis mediante ensayo TUNEL, area de
infarto con coloracién TTC, expresion de proteinas por
Western blotting, expresion de miR-21-3p con RT2-PCR,
produccion de citocinas mediante ELISA,
inmunofluorescencia para marcadores especificos, interaccion
miR-21-3p/MAT2B con ensayo de doble luciferasa, modelo de
hipoxia/reoxigenacion in vitro, y citometria de flujo para
apoptosis celular.

[121]
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Mostré efecto de anti apoptosis.

In vivo: se empled el modelo de oclusién de la arteria cerebral
media (MCAO) en ratas para evaluar la reduccion del dafio
cerebral. In vitro: se realizaron co-culturas de neuronas con
ASCs o ASC-EVs, y se emplearon ensayos de viabilidad
neuronal y apoptosis, ademas de analisis de expresion génicay
proteica mediante RT-gPCR y Western blot para evaluar el
impacto de miRNA-22-3p y sus efectos sobre KDM6B y el eje
BMP2/BMF.

[74]

In vitro

e
vivo

In

Células
madre
neuronales

Suprimid la apoptosis neuronal,
reduccion del area de infartodel
modelo de oclusién de la arteria

cerebral media
(MCAO).

Reducciéon del volumen de
infarto, efecto antinflamatorio,
Regulacion de Factores
Neurotroficos, que son
esenciales para la
supervivencia y la recuperacion
de las neuronas.

In vitro: Andlisis de apoptosis, con kit de tincién Annexin V-
FITC Y PI, también, se recolectaron y procesaron para analisis
con un citémetro de flujo y el software FlowJo. PCR, analisis de
Expresion Genética, analisis de microarrays, detencion dual del
gen reportero. In vivo: observacion del volumen de infarto con
Tincién TTC, HE y Nissl para evaluar cambios patoldgicos y la
morfologia celular en cortes cerebrales. Y Tincién TUNEL para
cuantificar la  apoptosis en el tejido

cerebral.

Anélisis de la apoptosis con el kit de tincion, ensayo de lactato
deshidrogenasa (LDH) para indicar el dafio celular. Tincién con
TTC para evaluacién del volumen del infarto en cerebros de
ratas. Aislamiento de ARN, PCR cuantitativa para medir la
expresion de genes proinflamatorios, deteccién de Proteinas con
Anélisis de proteinas en células y tejidos cerebrales mediante
Western blot.

[75]

[106]

2.2.4 Exosomas modificados por bioingenieria

Los exosomas son vesiculas ampliamente estudiadas, los hay nativos que son vesiculas
naturales secretadas por las células que contienen diversas moléculas bioactivas [23]. Aqui
podemos encontrar proteinas, lipidos y ARN, los mismos facilitan la sefializacién celular y
la respuesta a los factores de estrés, incluidas las enfermedades isquémicas [88], [89].

Las ceélulas terapéuticas se derivan de varias fuentes, incluidas las células madre
pluripotentes (PSC), las células madre neurales (NSC), las células madre mesenquimales
(MSC), las células madre de la sangre del cordén umbilical (UCBSC) y las células madre
derivadas de tejido adiposo (ADSC).[90], [91], [92].

De los diversos tipos de células que existe las células madres encabezan los estudios
realizados en la actualidad, esto debido a su capacidad para diferenciarse en células sanas,
gracias a su efecto paracrino en la célula huésped [93]. Los exosomas nativos median la
secrecion de desechos celulares al liquido extracelular y lo transmiten entre las células
cerebrales productoras y objetivo/receptoras [93]. En un estudio se realizé un modelo de
isquemia inducida por glutamato, y los exosomas derivados de muasculo liso adrtico humano
protegieron los tejidos cerebrales activando la liberacion de citocinas y factores de
crecimiento, principalmente mediante la activacion de la via fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI3K)/Akt se obtuvo un efecto neuro protector sobre la lesion por isquemia hipdxica en
ratones recién nacidos, y este resultado se debid en parte a una disminucion en la apoptosis
neuronal y la neuro inflamacion[94]. La integracion de exosomas con biomateriales ha sido
explorada para mejorar su estabilidad y biodisponibilidad en el tratamiento de stroke [95].

Exosomas encapsulados en hidrogeles o polimeros biocompatibles pueden ser liberados de
manera controlada en las areas afectadas por la isquemia cerebral, proporcionando un
suministro sostenido de factores neuroprotectores como el BDNF factor neurotréfico
derivado del cerebro o microARNSs antiinflamatorios [34]. Estos sistemas hibridos mejoran la
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capacidad de los exosomas para promover la neurogénesis y reducir el dafio post-isquémico,
maximizando el tiempo durante el cual los exosomas pueden actuar en el cerebro afectado
[96]. El uso de nanoparticulas dentro de los exosomas ha permitido desarrollar terapias
dirigidas altamente efectivas para el stroke [97], [98]. Los exosomas cargados con
nanoparticulas de oro o plata, por ejemplo, han sido modificados para mejorar la
visualizacion por imagenologia (como la resonancia magnética) y aumentar la entrega de
terapias fototérmicas o fotodindmicas en el tejido cerebral afectado. Ademaés, las
nanoparticulas pueden potenciar la capacidad de los exosomas para atravesar la barrera
hematoencefalica, facilitando la entrega de moléculas terapéuticas directamente a las
neuronas lesionadas [97], [98]. En modelos experimentales de accidente cerebrovascular, se
han utilizado nanoparticulas magnéticas incorporadas en exosomas para dirigir terapias
regenerativas mediante un campo magnético externo. Esto ha permitido una localizacion
precisa de los exosomas en las areas dafiadas del cerebro, facilitando la regeneracion tisular
y la reduccién de la inflamacion cerebral.[99]

Los exosomas modificados, por otro lado, estan disefiados para mejorar su eficacia
terapéutica, estas modificaciones incluyen el uso de quimica click, la combinacion con
biomateriales y nanoparticulas, con el objetivo de mejorar su estabilidad, biodisponibilidad
y especificidad en el tratamiento de diversas enfermedades, incluidas las del sistema nervioso
central, el cancer y las enfermedades inflamatorias [100]. Por ejemplo, los exosomas se
pueden adaptar para mejorar su capacidad de seleccion, como los disefiados para administrar
especificamente agentes antiferroptosis a la microglia M2, modulando asi las respuestas
inflamatorias y promoviendo la supervivencia neurona [101]. Ademas, se ha demostrado que
los exosomas derivados de células madre pluripotentes portan mi ARN especificos que
inhiben proteinas perjudiciales como Asicl, lo que destaca ain mas su potencial de neuro
proteccion durante los eventos isquémico [102]. Actualmente existen técnicas como el click
Chemistry que es ampliamente utilizada para modificar la superficie de los exosomas debido
a su alta eficiencia y especificidad. Este enfoque permite la conjugacién de moléculas
bioactivas (como anticuerpos, péptidos o fluor6foros) a la membrana del exosoma sin alterar
sus propiedades biofisicas ni su capacidad de comunicacion intercelular [95], [103]. En
terapias antitumorales, por ejemplo, los exosomas modificados con ligandos especificos
mediante quimica click pueden dirigirse selectivamente a las células cancerosas, mejorando
la entrega de farmacos quimioterapéuticos 0 moléculas de ARN de interferencia (SIRNA)
[95], [103]. Los investigadores se estan centrando en la bioingenieria de los exosomas para
aumentar la concentracidn en los sitios objetivo, el tiempo de circulacion y lavida media en el
cuerpo. Se deben cumplir al menos dos condiciones al disefiar exosomas para apuntar al
cerebro: (I) BioEng-Exo no debe interactuar con las barreras fisioldgicas, lo que podria
limitar su difusidn, excepto la membrana plasmatica de la célula objetivo, y (Il) se deben
disefiar exosomas para apuntar preferentemente a tipos de células relevantes para la
patogénesis de la enfermedad[111].Es de nuestro interés la glicoproteina (RVG) se utiliza
para disefiar exosomas especificamente para enfermedades del SNC[105].

La bioingenieria directa de exosomas se realiza después de aislar y limpiar los exosomas del
liquido ordinario de una célula [106]. En los estudios realizados sobre Bio-Eng Exo destacan
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el de exosomas dorados quien con nanoparticulas de oro mediante la incubacién de GNP con
exosomas Y recoleccion de exosomas, lograron demostrar las capacidades de migracion y
localizacion de los exosomas en el cerebro [105], [106]. En general, tanto los exosomas
nativos como los modificados representan una plataforma versatil para terapias innovadoras
para el ictus, aunque persisten los desafios en cuanto a las técnicas de estandarizacion y
aislamiento [89].

CAPITULO 111
3.0 Marco Metodoldgico

3.1 Tipo y disefio de la investigacion

En funcion con el objetivo de la investigacion de analizar la terapia exosémica una estrategia
terapéutica en isquemias cerebrales, se procede a realizar una busqueda en bases de datos
cientificas especializadas como PubMed y Google Scholar, utilizando las siguientes palabras
clave: exosome, ischemic stroke, terapy, donde se identificaron 16,337 resultados
relacionados. Posteriormente se aplicaron los siguientes criterios de inclusién como estudios
in vivo e in vitro, accidente cerebrovascular isquémico, isquemia cerebral o hipoxia cerebral,
tratamientos con exosomas derivados de células madre y neuronales, métodos de aislamiento
de exosomas y que hayan sido publicados entre el 2019 y 2024. Los criterios de exclusion
aplicados fueron: estudios en humanos, modelos hemorrégicos cerebrales, estudios
presentados en forma de resefia, resimenes de congresos, cartas y resumenes, textos
completos no en inglés y estudios que investigan el efecto de las vesiculas extracelulares en
si conjunto o tipos de vesiculas extracelulares que no sean los exosomas. Una vez aplicado
los criterios de inclusion y exclusion los resultados se redujeron a 628, para la seleccion de
los estudios que se tomaron en cuenta se revisaron los abstract, la rigurosidad de los estudios
y que el disefio del estudio aportara al objeto de esta investigacion, dando como resultado
final la seleccién de 200 referencias para el estudio.

CAPITULO IV

4.0 Andlisis e interpretacion de los resultados

La terapia exosdmica se presenta como una estrategia terapéutica innovadora y prometedora
para abordar la isquemia cerebral, una de las principales causas de muerte y discapacidad a
nivel mundial [107]. A medida que la investigacion avanza, se hace evidente que los
exosomas, derivados de diversas fuentes celulares, poseen un potencial significativo para
reparar y regenerar el tejido cerebral dafiado. Estas pequefias vesiculas extracelulares son
capaces de transportar una variedad de moléculas bioactivas, incluyendo proteinas, lipidos y
acidos nucleicos, que pueden desencadenar procesos de sefializacion cruciales para la neuro
proteccién y la recuperacién funcional [108], [109]. Las terapias actuales aprobadas por la
FDA para el tratamiento del accidente cerebrovascular (ACV), destacando la trombosis y la
trombectomia como los enfoques mas utilizados. [110] Estas intervenciones son
fundamentales en la atencion aguda del ACV isquémico, ya que buscan restaurar el flujo
sanguineo al cerebro y minimizar el dafio neuronal. Sin embargo, a pesar de su eficacia, estas
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terapias tienen limitaciones, como el tiempo critico para su aplicacion y la posibilidad de
complicaciones asociadas. [111], [112]

Explorar nuevas estrategias terapéuticas, como la terapia exosémica, podrian complementar
0 mejorar los resultados de los tratamientos actuales. Las técnicas mas comunes para el
aislamiento de exosomas, sefialando que la ultracentrifugacion es la mas utilizada por
excelencia. Esta técnica, aunque efectiva, presenta desventajas, como la necesidad de equipos
especializados y el tiempo requerido para el proceso [113] La estandarizacion de los métodos
de aislamiento es crucial para garantizar la pureza y la calidad de los exosomas, o que a su
vez influye en su eficacia terapéutica. La optimizacion de estos procesos es fundamental para
maximizar los beneficios de los exosomas en aplicaciones clinicas [74].

El papel de los exosomas en el sistema nervioso central (SNC) se ha destacado como crucial
tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas [18]. En situaciones normales, los
exosomas facilitan la comunicacion intercelular y la homeostasis cerebral, siendo mediadores
de procesos como la plasticidad sindptica y la reparacion celular[1l] No obstante, en
condiciones patoldgicas como el accidente cerebrovascular (ACV) o enfermedades
neurodegenerativas, la liberacion de exosomas se ve alterada, lo que contribuye a la
disrupcion de la comunicacion intercelular y al agravamiento del dafio neuronal [115].La
investigacion emergente sugiere que los exosomas podrian tener un doble papel: por un lado,
como biomarcadores clave de la progresion de enfermedades, detectables en fluidos
periféricos, y por otro, como vehiculos potenciales para terapias dirigidas, gracias a su
capacidad para cruzar la barrera hematoencefalica (BHE)[18]. En el contexto del ACV, los
exosomas liberados por células cerebrales dafiadas pueden actuar sobre distintos procesos de
reparacién, como la angiogénesis y la neurogénesis, contribuyendo a la restauracion
funcional del cerebro [116], [117]. Estos hallazgos resaltan la promesa de los exosomas como
herramientas tanto diagndsticas como terapéuticas, lo que podria abrir nuevas vias para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y accidentes cerebrovasculares [118].

A pesar de los resultados alentadores obtenidos hasta ahora, la investigacion en este campo
aun se encuentra en sus etapas iniciales. Uno de los principales desafios es la estandarizacién
de los métodos de aislamiento y caracterizacion de los exosomas. La similitud en las
propiedades fisicas de los exosomas y otros tipos de vesiculas extracelulares, como las micro
vesiculas, complica la homogenizacion de las metodologias de aislamiento, lo que puede
afectar la pureza y el rendimiento de los exosomas obtenidos. [74]. [119] La optimizacién de
estos procesos es fundamental para garantizar la eficacia terapéutica de los exosomas en
aplicaciones clinicas. Ademas, la evaluacion preclinica en modelos animales mas variados es
esencial para traducir los hallazgos de laboratorio a la practica clinica [120]. La investigacion
futura debe centrarse en la optimizacion de las vias de administracion de exosomas, ya que la
biodisponibilidad y la distribucion en el sitio de lesion son factores criticos que influyen en su
efectividad. La canulacion de la vena femoral, por ejemplo, se ha identificado como una via
de acceso menos compleja que la inyeccién en la car6tida, lo que podria facilitar la
distribucion de los exosomas a través del sistema circulatorio [113] Los estudios in vitro e in
vivo, emerge claramente el papel crucial de los exosomas como vehiculos terapéuticos en la
proteccién y recuperacion neuronal tras un accidente cerebrovascular isquémico [121]. Los
diferentes estudios revisados destacan que los exosomas derivados de diversas fuentes
celulares (astrocitos, microglia, células endoteliales y células madre mesenquimales) no solo
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transportan microARN con potencial neuro protector, sino que también regulan mecanismos
celulares criticos como la apoptosis, la autofagia, la inflamacion y la plasticidad sinaptica [38].

Un tema recurrente es la capacidad de los exosomas para actuar en diferentes contextos
patoldgicos, modulando rutas moleculares clave [47]. Por ejemplo, los exosomas de astrocitos
pre acondicionados con privacion de oxigeno y glucosa, que contienen miR-92b-3p, muestran
un claro efecto protector sobre las neuronas expuestas a la isquemia, mientras que los
exosomas con GJA1-20 k favorecen la recuperacion mitocondrial y neuronal tras una lesion
cerebral traumatica. Este patron de accion refleja la importancia de los exosomas en facilitar
la recuperacion funcional, ya sea mediante la inhibicion de la apoptosis o la promocién de la
viabilidad celular [51].

La contribucidn de los exosomas de microglia M2, que actlan a través de miR-124, también
subraya el potencial terapéutico de estas vesiculas en la reduccién del dafio isquémico,
modulando tanto la inflamacién como la apoptosis neuronal [48]. Asimismo, el miR-424-5p
en los exosomas derivados de microglia activada por OGD representa una regulacion critica
en la respuesta neurovascular, con su inhibicion reduciendo significativamente el dafio
endotelial. Este hallazgo refuerza el valor de los exosomas en la reparacién neurovascular y
la neuro proteccion [38]. Los exosomas derivados de células endoteliales y progenitoras
endoteliales juegan un papel igualmente destacado, al promover tanto la neuro plasticidad
como la angiogénesis. La evidencia presentada muestra que el enriquecimiento con miR-126-
3p o la modificacion bioingenieril de los exosomas potencia su capacidad para reducir el
tamafo del infarto cerebral, mejorar la vasculatura cerebral y acelerar la recuperacién
funcional. Estos avances sugieren que la manipulacion precisa de los microARN en los
exosomas puede ser clave para optimizar los efectos terapéuticos en el contexto de un
accidente cerebrovascular [65].

Finalmente, los estudios que involucran células madre mesenquimales (MSC) ofrecen una
perspectiva particularmente prometedora. Los exosomas enriquecidos con el grupo miR-17-
92 o0 miR-133b demuestran un impacto significativo en la remodelacién axonal, la
mielinizacion y la recuperacion motora, superando incluso a los tratamientos convencionales
como los liposomas. Esto sugiere que los exosomas derivados de MSC podrian ofrecer una
solucion superior en términos de bio distribucion y seguridad, evitando los riesgos asociados
con la acumulacion de células madre en érganos como los pulmones o el higado [56]. La
aplicacion clinica de exosomas derivados de células madre mesenquimales (CMM) en
humanos ha mostrado resultados prometedores, especialmente en estudios piloto sobre su
seguridad en pacientes con accidente cerebrovascular isquémico.[72] Un ensayo clinico
reciente evalud la inyeccidn intraparenquimatosa de exosomas en pacientes con infarto
maligno de la arteria cerebral media, observando mejoras funcionales sin efectos adversos
graves. Este estudio respalda el potencial terapéutico de los exosomas en la recuperacion post-
ACV [72].

En conjunto, estos hallazgos subrayan el potencial de los exosomas en la medicina
regenerativa, destacando la necesidad de avanzar hacia estudios clinicos mas amplios que
evaluen la seguridad y eficacia en humanos. Las futuras investigaciones deberan centrarse en
la optimizacién de técnicas de bioingenieria para mejorar la selectividad y la eficiencia de los
exosomas, asi como en la caracterizacion de las interacciones especificas entre los microARN
y las rutas moleculares implicadas en la recuperacion post-ictus. A medida que se desarrollen
técnicas de bioingenieria para mejorar la estabilidad y la capacidad de focalizacion de los
exosomas, es probable que se superen muchas de las limitaciones actuales, como la baja
concentracion en el sitio de lesion y la rapida eliminacion de los exosomas del organismo.
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Esto podria abrir nuevas oportunidades para el uso de exosomas en el tratamiento de otras
condiciones neuroldgicas, ademas de la isquemia cerebral.[122] Aunque la terapia exosémica
para el tratamiento de la isquemia cerebral esta en una fase de desarrollo, los resultados
preliminares son prometedores. Con una mejor comprension de los mecanismos de accién y
la optimizacion de las técnicas de aislamiento y administracion, los exosomas podrian
convertirse en una herramienta terapéutica clave en la lucha contra el accidente
cerebrovascular, ofreciendo nuevas esperanzas para la recuperacion neurolédgica de los
pacientes.
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CONCLUSIONES

Segun la investigacion realizada, la terapia con exosomas como estrategia para tratar el accidente
cerebro vascular isquémico presenta un enfoque prometedor, en un campo en el que las opciones
actuales son limitadas, pero aun enfrenta desafios significativos para su implementacién clinica
efectiva. Los exosomas, en especial los derivados de células madre mesenquimales, han demostrado
potencial para reducir la inflamacion, reparar el dafio neural y promover la regeneracion tisular en
estudios preclinicos y clinicos iniciales. Un ensayo clinicopiloto reciente han mostrado resultados
alentadores en términos de seguridad, con algunas mejoras funcionalesobservadas en pacientes. Esto
sugiere que los exosomas podrian convertirse en una herramienta terapéutica clave para abordar el
dafio neurolégico causado por el ACV.

A pesar del optimismo generado por los resultados iniciales, la implementacion clinica de la terapia
exosémica aln enfrenta varios retos. Entre ellos se encuentran la necesidad de una mayor comprension
de los mecanismos moleculares implicados, la estandarizacion de los métodos de aislamiento y
caracterizacion de los exosomas, y la optimizacion de las vias de administracion, ya que métodos
invasivos como la inyeccidn intracerebral podrian no ser viables a gran escala en un entorno clinico.
Ademas, las oportunidades de investigacion se centran en labioingenieria de exosomas para mejorar
su especificidad y eficacia, asi como en la exploracion de combinaciones con otras terapias
emergentes para potenciar los resultados. El avance hacia estudios mas amplios y ensayos clinicos
robustos sera esencial para confirmar su eficacia y establecer protocolos terapéuticosestandar. Con el
tiempo y la superacion de estos desafios, la terapia exosémica podria revolucionar el tratamiento del
ACV, ofreciendo nuevas esperanzas para la recuperacion de los pacientes afectados por esta
condicion devastadora.
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Resumen - La isquemia cerebral, es una condicion con
altos indices de mortalidad y discapacidad a nivel
mundial. Se caracteriza por la reduccion del flujo
sanguineo al cerebro, conduce a la muerte neuronal y a
un deterioro neuroldgico significativo. Las terapias
actuales para esta patologia son limitadas, en su
capacidad de promover la recuperacién del tejido
cerebral dafiado. La terapia exosomica emerge como una
estrategia prometedora, los exosomas son vesiculas que
trasportan elementos biolégicos y median la
comunicacion celular. Demuestran efectos positivos en la
recuperacién post ictus, reduciendo la inflamacién,
protegiendo las neuronas de la apoptosis y promoviendo
la regeneracion del tejido nervioso. Adicionalmente los
efectos terapéuticos de los tratamientos basados en
exosomas en procesos de remodelacion después del
accidente cerebro vascular. Revisamos el estado actual de
los estudios in vivo e in vitro, proveniente de células
neuronales y células madre mesenquimales. Asi como
también, el potencial de los exosomas de bio ingenieria
para mejorar ciertas caracteristicas de los exosomas
nativos que impiden el éxito de las aplicaciones clinicas.
Finalmente destacamos el potencial de la terapia
exosémica como estrategia para la recuperacion después
de un accidente cerebrovascular isquémico.

Palabras clave: exosomas, terapia, isquemia, tratamiento.

Abstract - Cerebral ischemia is a condition with high
mortality and disability rates worldwide. It is
characterized by reduced blood flow to the brain, leading
to neuronal death and significant neurological
impairment. Current therapies for this pathology are
limited in their ability to promote the recovery of
damaged brain tissue. Exosomal therapy emerges as a
promising strategy. Exosomes are vesicles that transport
biological elements and mediate cellular communication.
They demonstrate positive effects in post-stroke recovery,
reducing inflammation, protecting neurons from
apoptosis and promoting the regeneration of nervous
tissue. In this document, a review of the current
knowledge of exosomes, the relationship between
exosomes and stroke, and the therapeutic effects of
exosome-based treatments on remodeling processes after
stroke were carried out. We also review the current state
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of in vivo and in vitro studies from neuronal cells. As well
as the potential of bioengineered exosomes to improve
certain characteristics of native exosomes that impede the
success of clinical applications. Finally, we highlight the
potential of exosomal therapy as a strategy for recovery
after ischemic stroke.

Keywords - exosomes, therapy, ischemia, treatment.
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. INTRODUCCION
Una de las principales causas de muerte y discapacidad

neuroldgica en adultos a nivel mundial, es el accidente
cerebrovascular (ACV) [1]. Estadisticamente, 6,7 millones de
personas cada afio mueren debido a un ACV, de las cuales el
87% de las muertes, se relacionan con un ACV isquémico [2].
Cada dia los avances médicos y tecnoldgicos, han llevado a
que la esperanza de vida siga aumentando mundialmente; los
adultos mayores de 65 afios poseen mas posibilidades de
padecer los ACV debido a que llevar una vida sedentaria y
una mala alimentacion (alta en azlcar y grasas saturadas), son
factores que aumentan el riesgo de padecer esta patologia [3].
El ACV se caracteriza por la interrupcién repentina de flujo
sanguineo al cerebro, lo que provoca la perdida de funcién
cerebral en la region afectada [4]. Actualmente, estudios
preclinicos se ha desarrollado estrategias potenciales para el
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tratamiento del ACV isquémico. La principal estrategia
paliativa de abordaje para el ACV isquémico, es la
trombectomia endovascular, que se define como un
procedimiento médico minimamente invasivo, que consiste
en la extraccion del coagulo que obstruye la arteria afectada.
Actualmente, el Gnico tratamiento terapéutico aprobado por
la FDA para tratar la patologia, es el activador tisular del
plasminogeno (tPA) [3, 5]. Ambos enfoques tienen una
ventana de tratamiento estrecha después del inicio del evento,
presentando como una posibilidad de aplicacion en el
paciente, de caracter reducida, ya que a menudo ocurre
retraso en el reconocimiento de los sintomas del ACV.
Aunque el flujo sanguineo cerebral en el area afectada por el
blogqueo, sea renovado en el momento critico, no recupera las
células cerebrales dafiadas, resultado en una discapacidad
permanente en personas que sufren un accidente cerebro
vascular [6].

Por lo que, existe una necesidad en el desarrollo de nuevas
terapias avanzadas en los pacientes con ACV isquémico que
permitan promover la recuperacion funcional. Diversos
estudios han confirmado que la terapia celular es una
alternativa innovadora en el tratamiento y la recuperacién
funcional, después de un ACV isquémico [7]. Las células
madre tienen una gran capacidad antinflamatoria e
inmunomoduladora para promover la regeneracion tisular.
Sin embargo, esta terapia tiene por principal desventaja en su
aplicacion, el rechazo inmunoldgico, asociado a la
complejidad de la diferenciacion celular in situ[8, 9], la
invasividad del trasplante terapéutico, y el alto potencial de
que ocurran procesos de infeccion, contaminacién y dolor
durante el proceso quirdrgico [10].

Evidencias indican que la terapia de células madre, promueve
la reparacion cerebral a través de diversas sefiales paracrinas
y factores troficos. Las células madre utilizan diversos
mecanismos  troficos, mediados principalmente por
exosomas, que implican una compleja interaccion de
sefializacion celular y la transferencia de biomoléculas hacia
otras células aledafias, facilitando la transferencia de
proteinas y material genético como ARN mensajero
(ARNm), microARN (miARN) y otros ARN no codificantes,
permitiendo la modulacion de las condiciones fisiologicas y
patoldgicas [11, 12]. Los exosomas son pequefias vesiculas
de membrana de 30 a 100 nm, provenientes de los cuerpos
multi vesiculares, que son liberadas por la mayoria de las
células del cuerpo, incluyendo las células madre [13].

Los exosomas presentan caracteristicas Unicas que les
permiten tener ventajas comparativas por sobre la terapia
celular  convencional, como: baja toxicidad[10],
biocompatibilidad[14] , capacidad de modificacion[15]. Los
exosomas tiene capacidad de focalizacion y una baja
inmunogenicidad[16]. Ademas, tienen la capacidad de
atravesar la barrera hematoenceféalica, la cual impide el paso

de la mayoria de los tratamientos farmacolégicos, lo que hace
dificil el desarrollo de terapias en las lesiones del sistema
nervioso central[10]. Por ello, la terapia exosomica se
presenta como un nuevo enfoque prometedor para el
tratamiento de diversos problemas del sistema nervioso.

1. METODOLOGIA

En funcion con el objetivo de la investigacion de analizar la
terapia exosémica una estrategia terapéutica en isquemias
cerebrales, se procede a realizar una bdsqueda en bases de
datos cientificas especializadas como PubMed y Google
Scholar, utilizando las siguientes palabras clave: exosome,
ischemic stroke, terapy, donde se identificaron 628 resultados
relacionados. Posteriormente se aplicaron los siguientes
criterios de inclusidn como estudios in vivo e in vitro,
accidente cerebrovascular isquémico, isquemia cerebral o
hipoxia cerebral, tratamientos con exosomas derivados de
células madre y neuronales, métodos de aislamiento de
exosomas y que hayan sido publicados entre el 2019 y 2024.

Los criterios de exclusion aplicados fueron: estudios en
humanos, modelos hemorragicos cerebrales, estudios
presentados en forma de resefia, resimenes de congresos,
cartas y resumenes, textos completos no en inglés y estudios
que investigan el efecto de las vesiculas extracelulares en si
conjunto o tipos de vesiculas extracelulares que no sean los
exosomas.

Una vez aplicado los criterios de inclusién y exclusién los
resultados se redujeron a 319, para la seleccion de los
estudios que se tomaron en cuenta se revisaron los abstract,
la rigurosidad de los estudios y que el disefio del estudio
aportara al objeto de esta investigacién, dando como
resultado final la seleccion de 180 referencias para el estudio.
En funcién con el objetivo de la investigacion de analizar la
terapia exosémica una estrategia terapéutica en isquemias
cerebrales, se procede a realizar una busqueda en bases de
datos cientificas especializadas como PubMed y Google
Scholar, utilizando las siguientes palabras clave: exosome,
ischemic stroke, terapy, donde se identificaron 628 resultados
relacionados. Posteriormente se aplicaron los siguientes
criterios de inclusién como estudios in vivo e in vitro,
accidente cerebrovascular isquémico, isquemia cerebral o
hipoxia cerebral, tratamientos con exosomas derivados de
células madre y neuronales, métodos de aislamiento de
exosomas y que hayan sido publicados en la Gltima década.

Los criterios de exclusion aplicados fueron: estudios en
humanos, modelos hemorragicos cerebrales, estudios
presentados en forma de resefia, resimenes de congresos,
cartas y resimenes, textos completos no en inglés y estudios
que investigan el efecto de las vesiculas extracelulares en si
conjunto o tipos de vesiculas extracelulares que no sean los
exosomas. Una vez aplicado los criterios de inclusion y
exclusion los resultados se redujeron a 319, para la seleccién
de los estudios que se tomaron en cuenta se revisaron los
abstract, la rigurosidad de los estudios y que el disefio del
estudio aportara al objeto de esta investigacion, dando como
resultado final la seleccion de 180 referencias para el estudio.



IV. ANTECEDENETES
A. Accidente cerebro vascular

El accidente cerebro vascular es de las primeras causas de
muerte y discapacidad a nivel mundial[1]. El ACV involucra
la obstruccidn o ruptura de un vaso sanguineo cerebral (Ver
fig. 1), lo que conlleva que las células cerebrales mueran
debido a la carencia de oxigeno por necrosis en las areas de
isquemia mas severa y apoptosis en las zonas mas periféricas
lo que inicia una cascada de eventos tisulares que conllevan
a una pérdida de la funcién neurolégica de la zona
afectada[17, 18].

El ambiente hipoxico induce un metabolismo anaerébico en
la zona del tejido cerebral afectada[19], el cual tiene la
capacidad de destruir de alterar el equilibrio acido base
cerebral[17]. Este dafio se veria reflejado en lo que seria la
zona de isquemia o penumbra isquémica, esta es la region
critica del cerebro que esta en riesgo de infarto pero que aln
no esté4 dafiada de forma irreversible. Esta zona se caracteriza
por una reduccién del flujo sanguineo suficiente para
mantener la funcion celular, lo que la distingue del ndcleo
isquémico, que ya es tejido muerto[20]. La penumbra cambia
de una remodelacidn tisular que es marcada por el dafio a una
remodelacion que es marcada por la reparacion[21].

Existe dos categorias principales de ACV, isquémico y
hemorragico[22]. EI ACV isquémico representa la mayoria
de los casos de ACV, Segun datos de la organizacion mundial
de la salud (OMS), se estima que cada afio ocurren mas de 12
millones de nuevos casos de ACV, de los cuales alrededor del
85 9% son isquémicos, el mismo es causado por la obstruccién
de una arteria cerebral debido a un trombo o émbolo[23, 24].
Esta obstruccion interrumpe el flujo sanguineo y
consecuentemente, el suministro de nutrientes y oxigeno en
las células cerebrales, lo que conduce a la isquemia (Ver Fig.
1A). En un ACV isquémico, la obstruccion de una arteria
cerebral provoca isquemia en las &reas del cerebro irrigadas
por esa arteria. Debido a la isquemia, las células nerviosas no
reciben suficiente oxigeno, lo que causa hipoxia y muerte
celular si no se restablece el flujo sanguineo a tiempo. La
gravedad del dafio cerebral y el deterioro neuroldgico
dependen principalmente de la localizacion y la extension de
la isquemia. La interrupcion del flujo sanguineo afecta
distintas areas del cerebro, y cada region controla funciones
especificas[25]. Por ejemplo, un ACV en la arteria cerebral
media que es el mas comun puede causar hemiplejia
contralateral y afasia, mientras que un infarto en la arteria
cerebral posterior afecta la vision y la memoria. Si la
isquemia es focal y pequefia, los déficits suelen ser més
localizados y menos severos, lo que permite una recuperacion
mas rapida si se interviene a tiempo. Sin embargo, un infarto
masivo que compromete grandes vasos, como la arteria
cardtida interna, puede llevar a discapacidades severas o
incluso la muerte[26]. Por ello, es imperativo restaurar el
flujo sanguineo y los nutrientes / oxigeno, de forma rapida,

para promover la minimizacién de la muerte neuronal y la
mejora funcional cerebral[26].

El ACV hemorréagico, ocurre cuando se produce la ruptura de
un vaso sanguineo en el cerebro, lo que da lugar a la
extravasacion de sangre en el parénquima cerebral o en el
espacio subaracnoideo. Esta hemorragia aumenta la presién
intracraneal y puede resultar en dafio tisular significativo
debido a la compresion del tejido cerebral, asociado a la
disminucion del flujo sanguineo local Ver fig. 2A[27].
Aunque menos frecuente que el isquémico, representa el 15%
de los casos a nivel mundial, pero estd asociado con una
mayor mortalidad, alcanzando entre el 30-50% en los
primeros 30 dias. Se clasifica en hemorragia intracerebral
(HIC), que constituye el 10-12% de los ACV Yy tiene una
mortalidad del 35-50%, y hemorragia subaracnoidea (HSA),
responsable del 3-5% de los ACV con una mortalidad del 25-
50%][5, 28]. En un ACV hemorragico, el sangrado dentro del
cerebro o en el espacio subaracnoideo provoca compresién
del tejido cerebral, destruccion de neuronas por necrosis,
edema cerebral y un aumento de la presion intracraneal[26].
A diferencia del ACV isquémico, donde la falta de oxigeno
causa dafio progresivo, el ACV hemorrégico produce un dafio
inmediato y catastréfico en el tejido cerebral circundante. La
acumulacién de sangre en la region afectada, desencadena
una serie de eventos patoldgicos, incluyendo: edema cerebral,
aumento de la presion intracraneal y deterioro neuroldgico
rapido[2, 29]. En esta revision se le dard un enfoque hacia el
ACV isquémico ya que la alteracién de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial durante el ACV isquémico, causada
por isquemia e hipoxia en el tejido cerebral, da como
resultado un metabolismo energético alterado y una
produccion reducida de ATP[28]. Ademas, la ruptura de la
barrera  hematoencefdlica  durante el accidente
cerebrovascular isquémico puede provocar edema cerebral y
deformacién hemorragica, una de las capacidades que poseen
los exosomas y que los convierten en una mejor estrategia
terapéutica en el tratamiento de ACV es su capacidad de
atravesar la barrera hematoencefalica[6].

ACV ISQUEMICO ACV HEMORRAGICO

Bloqueo permanente o d
transitorio de una arteria por un
coégulo

Rotura de una arteria
intracerebral o
subaracnoidea.

Figura 1 Tipos de accidente cerebrovascular. A la izquierda, el ACV
isquémico muestra una arteria cerebral obstruida por un coagulo,
lo que interrumpe el flujo sanguineo y provoca falta de oxigeno en
el tejido cerebral. A la derecha, el ACV hemorragico ilustra la
ruptura de un vaso sanguineo, causando el derrame de sangre en el
cerebro, lo que comprime el tejido cerebral y aumenta la presion
intracraneal.



B. Terapias convencionales en el tratamiento del
accidente cerebro vascular.

El principal objetivo en el manejo de las intervenciones
quirtrgicas en ACV isquémico es el area de la penumbra
isquémica esta es un area critica que rodea el ndcleo del
infarto en la patologia del ictus, que se caracteriza por un
tejido  cerebral gravemente  hipoperfundido, pero
potencialmente recuperable[30]. Comprender la dindmica de
esta region es esencial para desarrollar estrategias
terapéuticas eficaces[30]. La penumbra contiene células que,
aunque no estdn muertas, presentan un metabolismo
oxidativo alterado, lo que provoca una disfuncién del
mismo[31], Los estudios protedmicos revelan cambios
significativos en la expresion de las proteinas, como el
aumento de los niveles de p53, lo que esté relacionado con la
apoptosis y la regulacion del ciclo celular[13]. Esta
homeostasis ionica, favorece la inflamacion celular excesiva
libreando citocinas y quimiocinas que a su vez genera una
excitotoxicidad por glutamato, la activacion excesiva de los
receptores de glutamato conduce a la sobreestimulacion de
las neuronas, lo que provoca posibles dafios secundarios que
pueden influir en los resultados neuroldgicos posteriores a un
accidente cerebrovascular[10, 32]. Ver Fig 2. Un alto
porcentaje de los ACV isquémico estan dado por la oclusion
de la arteria cerebral media, que ocasiona una disminucion
del flujo sanguineo cerebral, cuyas consecuencias
dependeran del grado de oxigenacién de la zona afectada[9].
En la actualidad, la mayoria de las terapias actuales estan
enfocadas en la disolucién y remocién de codgulos para
restaurar la perfusion cerebral y por ello, hay diversos
estudios preclinicos que estan centrados en encontrar
farmacos capaces de contrarrestar la presencia del trombo
oclusivo, como tratamiento terapéutico en los ACV
isquémicos agudos[22]. A fecha de hoy, un solo farmaco ha
sido aprobado por la FDA y que corresponde al activador
tisular del plasmindgeno (tPA) Chiesi Farmaceutici presentd
una patente para una formulacion estable de tPA que incluye
acido tranexamico y sacarosa[10]. La aplicacion terapéutica
del procedimiento de trombdlisis debe administrarse de
forma muy répida y pronta, dentro de las 4,5 horas posteriores
al inicio del evento, lo cual dificulta su utilizacion en muchos
pacientes afectados con la patologia. Destacan como drogas
tromboliticas: alteplasa, tenecteplasa, que tiene una vida
media mas prolongada y una mayor especificidad para la
fibrina que la alteplasa, lo que permite la administracion de
un solo bolo[1]. Actuando especificamente en el proceso de
fibrindlisis, mediante la conversion de plasmindgeno en
plasmina, una enzima que degrada la fibrina, la principal
proteina estructural del coagulo cerebral[17].

La trombectomia corresponde a un procedimiento
endovascular que tiene como objetivo la extraccion mecénica
de los coagulos sanguineos que obstruyen las arterias

cerebrales, restaurando asi la perfusion tisular y limitando el
dafio isquémico agudo[18]. Este tratamiento isquémico se
realiza, principalmente, en pacientes con oclusiones en los
grandes vasos, como la arteria cerebral media (MCA), en que
el procedimiento de trombolisis intravenosa es insuficiente
ylo contraindicacion médica [8]. Este procedimiento,
requiere la insercién de un catéter a través de una arteria
periférica, tipicamente la arteria femoral, que se guia hasta el
sitio de la oclusion en el cerebro mediante imagenologia
fluoroscopica[17, 19], para aspirar y remover el trombo
isquémico mediante dispositivos especificos, como stent
retrievers o catéteres de aspiracion[20]. La eficacia del
procedimiento es altamente dependiente del momento de la
aplicacion; se recomienda se realice dentro de las primeras
seis horas tras los sintomas del ACV[21, 23].

La trombdlisis y la trombectomia son pilares fundamentales
en el tratamiento del ACV isquémico agudo, teniendo por
enfoque principal tanto la disolucién, como la remocion del
codgulo cerebral[24]. Sin embargo, los recientes avances en
investigacion aplicada presentan a nuevas posibles terapias
avanzadas que ofrecen una nueva perspectiva para
complementar y mejorar a los tratamientos tradicionales.

Cascada isquémica
orden de eventos que ocurren durante el accidente cerebrovascular
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Figura 2. El gréfico de cascada isquémica representa la secuencia
de eventos que ocurren en el cerebro durante un accidente
cerebrovascular isquémico.

Excitotoxicidad: la activacion excesiva de los receptores de
glutamato conduce a la sobreestimulacion de las neuronas, lo que
provoca dafio celular y muerte.

Estrés oxidativo: el aumento en la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) puede dafiar las membranas celulares, las
proteinas y el ADN.

Respuesta inflamatoria: liberacion de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias, que atraen células inmunes al area afectada.

C. Terapias exosémica, como posible tratamiento de la
isquemia cerebral.

C.1 Exosomas: conceptos generales.

Las células en la mayoria de los organismos eucariotas,
incluyendo microorganismos hasta mamiferos, liberan



diferentes tipos vesiculas extracelulares (EV) que son
transportados a través de los diversos fluidos extracelulares
como (plasma sanguineo, liquido linfatico, liquido cefalorra-

extracelular  (tejido  cerebral, cardiaco, adiposo,
tumorales)[51-54].

Diversos estudios evidencian que los exosomas estan

TABLAI
TERAPIAS ACTUALES APROBADAS POR LA FDA EXISTENTES PARA EL TRATAMIENTO DE ACV.
Parametro Trombodlisis Trombectomia Referencias
Tipo de terapia Terapia endovascular [41], [42]

Terapia farmacoldgica

Mecanismo de Activacion del plasminégeno en plasmina, Extraccion mecanica del codgulo mediante un  [34], [40],
accion que degrada la fibrina en el coagulo. dispositivo especializado. [48], [49],
[50], [51]
Indicacién ACV isquémico agudo dentro de las ACV isquémico con oclusion de grandes vasos, [33], [52]
primeras 3-4.5 horas desde el inicio de los dentro de las primeras 6-24 horas.
sintomas.

Ventaja Administracion rapiday no invasiva. Alta eficacia en la recanalizacion de arterias [9], [53],
principales con mejores resultados en pacientes [54]
con grandes oclusiones.

Desventaja Riesgo de hemorragia intracraneal y limitado ~ Requiere infraestructura y personal  [55], [56],

a una ventana terapéutica corta.

especializado; riesgo de  complicaciones [57]
vasculares

Estudios clinicos Estudios como el NINDS y ECASS |1l han
demostrado la eficacia de tPA en mejorar los
resultados neuroldgicos.

Estudios como el MR CLEAN y el DAWN han  [58], [59],
demostrado la superioridad de la trombectomia [60]
en grandes oclusiones arteriales

Estado de Aprobado por la FDA y la EMA para ACV
aprobacion isquémico en 1996 y 2003, respectivamente

Aprobado por la FDA y la EMA como  [58], [61],
tratamiento ~ complementario en  casos [62]
seleccionados de ACV isquémico

quideo, liquido intersticial.) para comunicarse con las células
vecinas. Ademas, también pueden viajar a largas distancias
a través del flujo de estos fluidos, alcanzando 6rganos y
tejidos distantes, lo que les permite influir en procesos
bioldgicos lejanos, como ocurre en la diseminacién tumoral
y la metéstasis[41-43]. Las EV son una estructura
membranosa cerrada, delimitada por una bicapa lipidica[15].
Existen distintos tipos de VE que se diferencian por su
tamarfio, origen, funcién y composicion, donde se destacan
principalmente: los cuerpos apoptdticos[44], las micro
vesiculas[45] y los exosomas[13, 46, 47]. Los exosomas son
un tipo de EV de 60 a 120 nm (en promedio) [48, 49], que
desempefian papeles importantes en procesos como
mediadoras de la comunicacién intracelular, respuesta
inmunitaria, la progresion tumoral y los trastornos
neurodegenerativos[6, 50]. Los exosomas se pueden
encontrar en diversos fluidos corporales (sangre, orina,
liquido cefalorraquideo, saliva, lagrimas, leche materna,
liquido sinovial, liquido amniético), en los sobrenadantes de
los cultivos celulares (células madre, neuronas, células
tumorales y células inmunitarias) y en los tejidos se localizan
principalmente en los espacios extracelulares entre las
células, incluidos los espacios ocupados por la matriz

enriquecidos en moléculas bioldgicamente activas, como
micro ARN[10], ARN mensajero[55] y ARN no
codificantes[56]; ADN bicatenario[57, 58], ADN
mitocondrial[56, 59]; algunos lipidos, como: esfingomielina,
colesterol y ceramidas [60, 61] y distintos tipos de proteinas,
como: tetraspaninas CD9, CD63, CD81, CD82[61, 62],
proteinas de choque térmico (HSP70, HSP90)[60], moléculas
de adhesion ( integrinas, selectinas, sindecanos)[60, 63, 64] y
proteinas del esqueleto celular (actina, tubulina,
vimentina)[65], receptores de presentacién de antigenos
(MHCII, MHCI)[66, 67], receptores inmunitarios como
CD86 [61, 62] y diversas enzimas (caspasas, lipasa, Rab27A
y Rab11)[68, 69]. Investigaciones indican que los exosomas
desarrollan un papel importante en la comunicacion
intracelular, cuando son captados por la célula receptora,
estas decodifican la carga de los exosomas provocando
efectos que pueden recuperar o ayudar a la lesion tisular. Por
ejemplo, los exosomas derivados de células madre, han
mostrado un gran potencial para recuperar lesiones
tisulares[70]. Estas pequefias vesiculas pueden promover la
regeneracion celular al activar rutas de sefializacion
implicadas en la proliferacion, diferenciacion, y
supervivencia celular, ademéas de reducir procesos dafinos
como la apoptosis (muerte celular programada) y la



inflamacion crénica [71-73]. Su rol como moduladores de la
respuesta inmune también es crucial para crear un entorno
propicio para la reparacién tisular, regulando la actividad de
células inmunes y limitando la inflamacién excesiva que
podria dafar el tejido. Asi, los exosomas no solo facilitan la
recuperacion fenotipica de las células dafiadas, sino que
también promueven la homeostasis y funcién en tejidos
afectados por lesiones, como los del corazon, el cerebro o los
tejidos musculo-esqueléticos[74, 75].

Los exosomas se aislados a partir de fluidos bioldgicos,
sobrenadante de cultivos celulares y tejidos disgregados a
través de la utilizacion métodos de aislamiento tales como:
Ultracentrifugacion[76], precipitacion con polimeros[65],
cromatografia por exclusiéon[76, 77] y kits de aislamiento
comerciales[78] (TABLA I1); no existe un método universal
para el aislamiento de exosomas debido a que la
estandarizacién del procedimiento involucra factores, tales
como: origen de la muestra[79], heterogeneidad de
muestra[15], contaminacion[80], condiciones de
centrifugacion[81], objetivo del estudio[82]. Por ello, la
escabilidad del aislamiento de exosomas es un tema por
resolver en el &mbito biomédico[78, 81]. Actualmente aparte
de los métodos tradicionales también existen los Kits
comerciales, como el kit total exosome isolation
(thermoFisher Scientific), ExoQuick (system Biosciences,
Palo alto, California, EUA) que utilizan el método de
precipitacién polimérica [83]. El aislamiento de exosomas es
un proceso delicado que requiere ser optimizacion, para
garantizar, el rendimiento y la calidad de los exosomas
aislados[84]. El rendimiento se refiere a la concentracién o
numero total de exosomas, que se obtienen de la muestra tras
el proceso de aislamiento[85], la calidad de aislamiento se
refiere a la pureza de los exosomas aislados, es decir, cuantos
de los elementos recuperados en la muestra aislada son
exosomas y no otros contaminantes, como proteinas solubles,
micro vesiculas y restos celulares[80]. Existe una relacion
importante entre el método de aislamiento y el tipo de
muestra de la que se extraen (fluidos biol6gicos o
sobrenadantes de cultivos celulares)[83]. Los fluidos
bioldgicos suelen ser muy complejos, ya que contienen
exosomas, proteinas y otras vesiculas extracelulares.
Ademas, su concentracién de exosomas puede ser méas baja,
necesitando asi métodos que generen alta pureza. Como la
cromatografia ~ de  exclusion por tamafio vy
ultracentrifugacion[86]. Por otro lado, el sobrenadante de
cultivos celulares (células madre, tumorales, inmunitarias,
etc.) es menos complejo, suele contener una mayor
concentracion de exosomas, permitiendo flexibilidad en la
eleccion del método, concediendo el uso de métodos méas
simples como Kits de precipitacion o filtracion[87].

En el estudio in vivo de ratas Wistar macho adultas, se
utilizaron exosomas de células estromales mesenquimales

multipotentes para promover la recuperacién de ratones que
fueron obtenidos por el método de centrifugacion, donde
inicialmente las muestras se centrifugaron a una velocidad de
3000x% g durante 30 minutos para eliminar células muertas y
cuerpos apoptoticos. Después, el liquido resultante se guard6
en un congelador a -80 °C para futuras extracciones de
exosomas. El proceso de aislamiento de exosomas se realizé
a 4 °C, siguiendo varios pasos de centrifugacion: primero a
10,000x g durante 30 minutos, y luego a 100,000x g por 2
horas[88]. Por otro lado, para un estudio piloto in humanos,
se utilizaron exosomas de células madre mesenquimales que
obtuvieron por medio de la técnica de centrifugacion. Luego
de recolectar el sobrenadante y se centrifugdé secuencialmente
a 200, 2000 y 10,000 xg para la eliminacién de células y
restos celulares, eliminar vesiculas mas grandes, los medios
acondicionados se pasaron a través de un filtro de 0,22 mm,
luego se centrifugaron a 110,000 xg durante 2 horas. El pellet
se lavd dos veces y re suspendié en PBS nuevamente
centrifugado a 110,000 x g durante 2 horas[89]. La empresa
System biosciences, utiliza para el aislamiento de sus
exosomas utiliza del kit ExoQuick aislados por el método de
precipitacién polimérica[90]. Este método implica el uso de
un polimero que interactda con los exosomas presentes en la
muestra y los agrupa, lo que permite su precipitacion al
centrifugar la mezcla a baja velocidad. El proceso es mas
rapido  que métodos  tradicionales  como la
ultracentrifugacion. pero la pureza de los exosomas en
comparacion a la ultracentrifugacion es menor[49, 90].

La Ultracentrifugacion es actualmente el método nimero uno
para aislar exosomas para aplicaciones preclinicas y
clinicas[79]. Este método implica aclarar el sobrenadante
celular a baja velocidad de centrifugacion, seguido se le
aplica ultracentrifugacion a alta velocidad[78]. Sin embrago
esta técnica no distingue bien entre exosomas y otras
particulas de tamafio y densidad similares, lo que ocasiona
presencia de impurezas, como proteinas agregadas, viriones,
organulos subcelulares 0 exosomas dafados,
comprometiendo la funcién biolégica de los exosomas[79].
Otra variable considerable es que el proceso completo toma
mas de 4 horas, limitando su reproducibilidad. También se
utiliza el método de ultracentrifugacion de gradiente de
densidad, para mejorar la impureza, pero este requiere mucho
maés tiempo de centrifugacién (>16 horas), lo que dificulta su
viabilidad para aplicaciones clinicas a gran escala[81, 84].
Otras técnicas existentes y los kits comerciales, presentan
pureza y rendimiento de exosomas aislados diferentes,
dificultando su aplicacion para procesamiento masivo[78].
Existen varios protocolos de purificar exosomas, se utilizan
técnicas de caracterizacion, como el andlisis de marcadores
especificos de exosomas (CD63, CD9, CD81) por Western
Blot, el tamafio y concentracién mediante Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA), o la visualizacion directa mediante
microscopia electronica[91]. Actualmente se dificulta



TABLA 1.
TECNICAS MAS COMUNES PARA EL AISLAMIENTO DE EXOSOMAS, VENTAJAS Y DESVENTAJAS.

Tiempo

Método Muestra (min) Pureza Ventajas Desventajas Ref.
Estandar de preferencia, Operacion lentay
Ultra centrifugacion Orina 14-600 Media - alta adecuado para muestras de  engorrosa, puede llegar a [76]
gran volumen, bajo costo. dafiar los exosomas.
Media Bajo costo, no utiliza Perdida de exosomas, [76
Ultrafiltracion Orina 130 equipo especial ni obstruccién del filtrador 77]’
reactivos. de membrana.
) . Contaminantes
Precipitacion Plasma 30-120 Baja Mr?]tl?gs?rzzn\zllt)r;%tgsgsara potenciales (agregados o [65]
: residuos polimeros)
Captura por Alta especializacion para Costoso, depende del
inmunoafinidad ccM™ 240 Alta subtipos de exosomas anticuerpo. [87]
’ Versétil para distintos tipos
eigfurzi?’)tr(\)?jzatgiwg%z CCM 15 Media-Alta _de muestras, conserva la ;?gg:dr?rﬁ?;ﬁiocg;gg’ [7776]
integridad de las vesiculas :
Microfluidica CMM 60 Alta Proceso rapido. Requiere instrumentos [93]

especializados

comprar la pureza de los exosomas aislados, gracias a la falta
de métodos estandarizados para determinar la pureza de los
exosomas. Existe la necesidad de desarrollar métodos
estandarizados para aislar exosomas con técnicas de
purificacién répidas, rentables y reproducibles para las
futuras aplicaciones clinicas de exosomas[92].

C.2 Exosomas en el SNC, relevancia fisioldgica.

Los exosomas son liberados por los diferentes tipos de células
del SNC tales como: neuronas y células gliales (p.e astrocitos,
oligodendrocitos y microglia) facilitando la transferencia de
proteinas, ARN y otras biomoléculas como ADN, MicroARN
en diversos procesos fisioldgicos, como: la plasticidad
sinaptica y la homeostasis cerebral, A su vez en el desarrollo
embrionario del SNC ya que los exosomas influyen en la
diferenciacion y el crecimiento de estas células durante el
desarrollo cerebral[94]. Los exosomas derivados de
astrocitos son importantes reguladores de la actividad

sinaptica en el sistema nervioso central. Transportan diversos
factores neurotréficos que promueven la supervivencia, el
crecimiento y la plasticidad neuronal. Ademas del BDNF
(Brain-Derived Neurotrophic Factor), algunos otros factores
clave transportados por estos exosomas incluyen, NGF
(Nerve Growth Factor) que estimula el crecimiento y la
supervivencia de neuronas, especialmente en el desarrollo
temprano y en procesos regenerativo, Asi como el GDNF
(Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor) quien
promueve la supervivencia de diversas clases de neuronas,
incluidas las dopaminérgicas, y es relevante en modelos de
enfermedades neurodegenerativas. Y también el NT-3
(Neurotrophin-3) que es importante para la diferenciacion y
supervivencia neuronal, especialmente en el desarrollo de las
neuronas sensoriales y motoras[95]. mediante este
mecanismo, las células cerebrales pueden responder a

cambios en el microambiente manteniendo una funcion
cerebral adecuada[96].

Ademas de los astrocitos, las microglias y las neuronas
también liberan exosomas que desempefian funciones
cruciales en el sistema nervioso central, especialmente en
respuesta a lesiones cerebrales[97]. En el contexto de lesiones
cerebrales, los exosomas micro gliales se encargan de
modular la inflamacién al transportar factores como el TNF-
a 0 IL-1, influyen en la respuesta inflamatoria inicial tras una
lesion, lo que puede ser beneficioso o perjudicial
dependiendo de la regulacion, igual que facilitan la neuro
proteccion cuando transportan factores antiinflamatorios y
antioxidantes que ayudan a controlar el dafio secundario en el
tejido cerebral, promoviendo la regeneracion, al estimular la
reparacion contribuyen a la limpieza de desechos celulares y
a la resolucion de la inflamacion, lo cual es clave en la
recuperacion post lesién[98]. Las neuronas de diferentes
tipos en el sistema nervioso central liberan exosomas, y cada
tipo puede tener funciones especificas segun su localizacién

y papel en la red neuronal. Por ejemplo, exosomas derivados
de las neuronas corticales piramidales transportan proteinas
sinapticas, como el receptor AMPA, que modulan la
plasticidad sindptica, crucial para el aprendizaje y la
memoria[99, 100]. Los exosomas pueden, por lo tanto, estar
involucrados en la propagacion de proteinas patoldgicas en
enfermedades neurodegenerativas[101]. Por otro lado, los
exosomas de neuronas gabaérgicas contienen transportadores
y receptores relacionados con el neurotransmisor GABA,
influyendo en la regulacion de la excitabilidad neuronal,
importante en condiciones como la epilepsia[100, 101].

Condiciones patoldgicas cerebrales, como: los ACV,
presentan una disrupcion en la cantidad y composicién de los
exosomas liberados[102]. Las neuronas sufren estrés vy
muerte celular en areas afectadas por el ACV. Su liberacién



de exosomas disminuye drasticamente, lo que puede
representar una represion total en &reas gravemente dafiadas,
aunque en areas circundantes la liberacién puede aumentar,
pero los astrocitos en un cerebro sano juegan un papel
protector, pero durante el ACV liberan exosomas que
contienen proteinas de estrés celular y sefales
inflamatorias[102]. Parecido al mecanismo de accion de las
microglias activadas tras el dafio, liberan mas exosomas
cargados de citoquinas inflamatorias y factores de estrés
oxidativo y el oligodendrocito al sufrir dafios en su capacidad
de formar mielina, también pueden alterar la liberacion de
exosomas que contienen proteinas involucradas en la
reparacion de la mielina[50]. En areas donde las neuronas y
otras células estan gravemente afectadas, la liberacion de
exosomas puede verse significativamente reducida o incluso
inhibida. Esto puede deberse a la falta de energia celular y la
disfuncion de los mecanismos de trafico vesicular[103].

El anélisis de cerebros post mortem de pacientes que
sufrieron un ACV ha revelado alteraciones en los perfiles de
exosomas, especialmente en la cantidad de micro ARN
proinflamatorios y proteinas de estrés. En estudios de tejidos
afectados por isquemia, se observaron cambios especificos en
la liberacidn de exosomas en éreas dafiadas y no dafiadas del
cerebro[50, 104, 105]. Este desbalance no solo altera la
comunicacion intercelular, sino que también puede exacerbar
el dafio neuronal promoviendo procesos proinflamatorios que
conllevan a muerte celular cerebral[106]. Por ello, los
exosomas estan siendo estudiados tanto como biomarcadores,
ya que pueden detectarse en la sangre periférica o en el
liquido cefalorraquideo (LCR) tras pasar a través de la barrera
hematoencefalica (BHE), lo que potencia su accién como
biomarcadores [93]. En la sangre periférica, los exosomas
liberados por las células del sistema nervioso central pueden
cruzar la BHE y ser detectados, lo que facilita su andlisis para
identificar microARN y proteinas especificas del ACV.
Exosomas cargados con microARNSs proinflamatorios como
miR-21 han sido encontrados en niveles elevados en
pacientes con ACV, y su andlisis en sangre puede
correlacionarse con la gravedad y la evolucion del dafio
cerebral. Este mecanismo permite un diagndstico temprano y
seguimiento del ACV sin procedimientos invasivos [94]. Por
otro lado, en el liquido cefalorraquideo (LCR), los exosomas
liberados directamente desde las células neuronales y gliales
tras un ACV contienen proteinas y ARN que reflejan de
manera mas directa los cambios en el cerebro. Estos
exosomas pueden transportar proteinas de estrés celular,
como HSP70 y HSP90, asi como citoquinas inflamatorias
como IL-6 y TNF-a, que son marcadores claves del dafio
cerebral y la inflamacién post-ictus [94]. Los estudios han
mostrado que el nimero y la composicion de los exosomas
en el LCR aumentan significativamente en las primeras horas
tras el evento isquémico, ayudando a evaluar el prondstico y
la extensidn de la lesion [95].Durante un ictus, la liberacion

de exosomas por las células dafiadas se ve alterada, lo que
lleva a un aumento de vesiculas con perfiles de ARN
especificos (por ejemplo, microARNS proinflamatorios como
miR-21) y proteinas relacionadas con el estrés celular, como
las proteinas de choque térmico HSP70 y HSP90, y la
inflamacién (por ejemplo, TNF-a, IL-6) [94]. Estos cambios
en la liberacion y contenido de exosomas reflejan el estado
patolégico del cerebro y son dtiles no solo como
biomarcadores de la progresion del ACV, sino también para
predecir la respuesta inflamatoria y el dafio tisular a largo
plazo[94, 107].

Actualmente, uno de los principales problemas en el
tratamiento del ACV es identificar biomarcadores efectivos
para el diagnéstico y seguimiento de los pacientes. Algunos
de los biomarcadores mas comunmente estudiados en el
ACV, como proteinas pro inflamatorias por ejemplo, IL-6 y
TNF-o y factores de crecimiento como el factor de
crecimiento endotelial vascular, VEGF, presentan ciertas
desventajas[108]. Estos biomarcadores, aunque valiosos,
tienen una baja abundancia en circulacién y una pobre
heterogeneidad, lo que limita su utilidad clinica. Ademas,
estos marcadores suelen ser detectados mediante analisis
invasivos, como la extraccion de sangre o el andlisis del
liquido cefalorraquideo, lo cual no siempre es practico en la
fase aguda del ACV.Estudios recientes han mostrado que,
aunque estas moléculas proporcionan informacién sobre el
estado inflamatorio o vascular del paciente, la variabilidad
entre pacientes y su limitada estabilidad en fluidos corporales
reduce su efectividad como biomarcadores diagndsticos
robustos [93].

Un estudio de 2020 destaco que los niveles de IL-6 aumentan
en las primeras horas tras un ACV, pero varian
significativamente entre los pacientes dependiendo de la
extension del dafio. Otro estudio encontr6 que los niveles de
VEGF estan relacionados con la reparacion vascular post-
ictus, pero su cuantificacion no siempre refleja el pronostico
de manera consistente[109, 110]. Esta falta de fiabilidad y
homogeneidad en los biomarcadores tradicionales ha llevado
a explorar nuevas alternativas, como los exosomas, que
ofrecen una mayor precision al reflejar el microambiente del
cerebro durante y después de un ACV, ademas de ser
detectables en la sangre y el LCR[8, 94]. Datos emergentes
sugieren que los exosomas cerebrales juegan un papel de
reparacion tisular y la neuro proteccion[108, 111]. Después
de una lesién cerebral, como un accidente cerebrovascular
(ACV) isquémico, la barrera hematoencefalica (BHE) se
rompe debido al aumento de la presion intracraneal y otros
factores relacionados con el dafio tisular. La isquemia
cerebral implica la interrupcién del flujo sanguineo, lo que
priva a las neuronas y células gliales de oxigeno y glucosa,
desencadenando una rapida disfuncion celular vy
despolarizacion de las membranas neuronales [99]. En



respuesta a la falta de energia, las neuronas liberan grandes
cantidades de glutamato, un neurotransmisor excitatorio, que
activa los receptores NMDA, provocando una sobrecarga de

calcio en las células, lo que lleva a la excitotoxicidad y muerte
celular. La isquemia también causa la liberacion de
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Figura 2. Interacciones celulares en el microentorno cerebral tras un accidente cerebrovascular. La imagen ilustra la participacion de
diferentes tipos de células del sistema nervioso central, incluyendo neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, microglia y pericitos. Estos
componentes colaboran en la reparacion y regeneracién del tejido cerebral después de un ACV. Los pericitos, situados en la barrera
hematoencefélica, liberan exosomas que facilitan la angiogénesis y la neurogénesis, promoviendo la diferenciacion y migracion de células
madre neurales, asi como la comunicacion entre las células. Esta interaccion es fundamental para restaurar la funcionalidad neuronal y la

integridad de la BHE después de la lesion. [28].

metaloproteinasas de matriz (MMPs) que degradan las
uniones estrechas entre las células endoteliales de la BHE,
aumentando su permeabilidad y permitiendo la filtracion de
liquidos, proteinas plasmaticas y células inmunitarias hacia el
tejido cerebral [100]. Esta ruptura de la BHE expone al
cerebro a componentes del sistema inmunologico, como
leucocitos y citoquinas proinflamatorias, generando una
respuesta inflamatoria local que agrava el dafio neuronal. Al
mismo tiempo, el aumento de la permeabilidad facilita la
entrada de liquidos, contribuyendo al edema cerebral
(hinchazén) y al incremento de la presion intracraneal.
Ademas, la disfuncion de la BHE afecta la eliminacion de
desechos del cerebro, resultando en la acumulacion de
metabolitos tdxicos en el espacio extracelular, lo que
exacerba el estrés celular y la inflamacidn. En conjunto, estos
mecanismos no solo comprometen la funcion cerebral, sino
que también aumentan el riesgo de muerte celular masiva y

deterioro neurologico a largo plazo, complicando el
tratamiento y la recuperacion tras un ACV[96, 112, 113].
Después del ACV, las células endoteliales cerebrales secretan

exosomas que estimulan a las células progenitoras neuronales
para diferenciarse en oligodendrocitos para participar en la
mielinizacion[112, 113]. Como también, los pericitos y
células endoteliales comienzan a promover la angiogénesis y
restablecer la barrera hematoencefalica (BHE)[114]. Los
pericitos son capaces de liberar exosomas que actian como
promotores de la angiogénesis y la neurogénesis, facilitando
la diferenciacién de neuronas y células gliales, asi como
procesos de migracion y proliferacion[115]. Se ha
demostrado que los exosomas derivados de los pericitos
facilitan la diferenciacién de neuronas progenitoras en
neuronas maduras, ademas de estimular la proliferacion y
migracion de células madre neurales, contribuyendo a la
regeneracion del tejido cerebral. Estos exosomas contienen



diversas  moléculas  sefalizadoras, como  factores
neurotréficos, micro ARNs y proteinas que regulan estos
procesos, sugiriendo que los pericitos no solo participan en la
formacion de nuevos vasos sanguineos, sino que también
juegan un papel importante en la reparacién y regeneracion
neuronal tras una lesién. Estudios previos han destacado el
papel de los pericitos en la neurogénesis y la angiogénesis,
mostrando como los exosomas en este contexto facilitan la
comunicacion célula-célula y modulan el microentorno
cerebral [8, 116]. También, las células progenitoras
neuronales secretan exosomas que son capaces de promover
procesos de inmunidad periférica al ser capaces de atravesar
la BHE[117, 118]. Los exosomas cerebrales son promotores
de efectos neuro protectores a largo plazo después de un ACV
debido que regulan la respuesta inmune periférica promueven
la angiogénesis y estimulan la remodelacién dendritica
axonal[119].

C.3 Terapia exosémica en el ACV.

La terapia exosdmica se ha enfocado principalmente en el
tratamiento del acv isquémico en lugar del acv hemorragico
debido a varias razones relacionadas con la naturaleza de
ambas condiciones y los mecanismos de los exosomas[10].
El acv isquémico provoca la muerte de las células cerebrales
por falta de oxigeno y nutrientes. La terapia exosomica busca
restaurar la funcion celular mediante la promocion de la
regeneracion, reduccion de la inflamacién y activacion de
procesos como la neurogénesis, angiogénesis y la reparacion
de tejidos[120, 121]. Los exosomas son particularmente
eficaces en este contexto, donde el dafio estd vinculado a la
falta de oxigeno (hipoxia) y donde la recuperacion de la
circulacién sanguinea y la regeneracion neuronal son
esenciales[17, 18]. En contraste, el acv hemorréagico
involucra la ruptura de un vaso sanguineo en el cerebro, lo
que causa la acumulacion de sangre y presion, y
potencialmente dafio cerebral extenso por compresion y
toxicidad de la sangre derramada. Aqui, la prioridad médica
es detener la hemorragia y controlar la presion intracraneal,
lo cual es mas agudo y critico que los procesos de
regeneracion celular[2]. Aunque los exosomas tienen
propiedades antiinflamatorias, regenerativas y neuro
protectoras, no pueden resolver directamente la hemorragia
activa ni controlar la presion intracraneal de manera
inmediata, lo que hace que su aplicacién inicial en esta
condicién sea menos relevante[122, 123].

Los exosomas tienen la capacidad de entregar moléculas
activas de gran potencial terapéutico[54]; como también,
atravesar la barrera hematoencefalica lo que permite la
comunicacion entre el sistema periférico y el sistema
nervioso central (SNC)[124].

Los exosomas son secretados por todos los tipos celulares en
el cuerpo, incluyendo las células madre[125]. Destacando,
los exosomas de células madre mesenquimales (CMM), que

tienen gran capacidad regenerativa, inmunomodulador y su
potencial terapéutico en diferentes enfermedades humanas.
La aplicacion terapéutica de los exosomas se ha observado en
diversas aplicaciones[68], tales como: En enfermedades
cardiacas, los exosomas derivados de células madre
mesenquimales (MSC) pueden promover la reparacion del
tejido cardiaco tras un infarto al inducir la regeneracion
miocérdica y reducir la inflamacion[126]. En el intestino, los
exosomas han sido utilizados para tratar colitis y
enfermedades inflamatorias intestinales, mejorando la
funcién de la barrera intestinal y modulando la respuesta
inmune[127, 128]. En aplicaciones cutaneas, los exosomas
contribuyen a la regeneracién de la piel, acelerando la
cicatrizacién de heridas y promoviendo la reparacion de
tejidos  dafiados[129]. También se investigan en
enfermedades hepaticas y renales, donde pueden reducir la
fibrosis y mejorar la funcién celular[130, 131]. Estas
aplicaciones destacan la versatilidad de los exosomas como
herramienta terapéutica en diferentes sistemas del cuerpo.

La capacidad terapéutica de los exosomas varia dependiendo
del origen celular, ya que los exosomas llevan componentes
especificos que evidencian el tipo de célula de la que proviene
y también determina su potencial en diferentes aplicaciones
clinicas[132]. Por ello, la utilizacién de exosomas cerebrales
se presenta como una opcion atractiva en posibles terapias
para lesiones cerebrales. En esta revision nos enfocaremos en
la terapia basada en exosomas provenientes de células
cerebrales [85, 91, 124, 133] y de células madre[12, 131, 134,
135]. Un enfoque clave en la terapia con exosomas es su
capacidad para promover la regeneracion tisular y reducir la
inflamacién, lo que ha sido de particular interés en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y el
accidente cerebrovascular[109].En este contexto, la seleccién
de la via de administracién es crucial para garantizar que los
exosomas puede influir directamente en factores como
eficiencia, concentracién en el sitio objetivo y velocidad de
accion[136].

Existen distintas vias de administracion de exosomas, estas
se dividen en dos grupos, sistematica y loca, la
administracion sistematica contempla: (A) Intranasal, (B)
Inyeccion intraarterial a través de la arteria carétida coman,
(C) inyeccién intravenosa a través de la vena de la cola, (D)
Inyeccion intravenosa a través de la vena femoral o la vena
yugular interna y (E) administracion intraperitoneal. La
administracion local incluye: (F) inyeccién en el ventriculo
cerebral o también conocida como intracerebral [30] (ver fig.
3). La via de administracion mas destacada para las
aplicaciones terapia exosomica en modelos animales (roedor)
de accidente cerebro vascular isquémico es la inyeccion
intravenosa a través de la cola de la vena.[137] Ya que es no
invasiva, facilita su aplicacion y ofrece la capacidad de
distribuir  sistematicamente, por medio del torrente
sanguineo, los exaosomas por todo el cuerpo[136].



El sistema cerebral central segln estudios genera exosomas
que son capaces de promover la angiogénesis, disminuir la
inflamacion, detienen la apoptosis celular, ayudando asi a
tatar las lesiones generadas por el ACV isquémico, como se

(A) Intranasal b

puede observar en la tabla IV, donde se mencionan estudios
tanto in vivo, como in vitro, de fuentes de exosomas
provenientes de células somaticas[15, 59, 60].
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Figura 3. Vias de administracion de exosomas: A- via de administracion intranasal, B- via de administracion por medio de la arteria
cardtida, C- administracion por medio de la cola de la vena, D- Inyeccion intravenosa a través de la vena femoral o la vena yugular interna,
E- administracion intraperitoneal, F- inyeccion en el ventriculo cerebral o también conocida como intracerebral.

Los exosomas derivados de células cerebrales, como las
neuronas o las células gliales, también han mostrado
potencial en la mitigacion de la apoptosis y en la proteccién
de las células neuronales afectadas, (ver tabla IV). Las
neuronas, astrocitos y microglia y células endoteliales,
secretan exosomas neuronales que intervienen en la
respuesta a lesiones, facilitando la comunicacion entre
células del sistema nervioso central (SNC)[138].

Los astrocitos, las células gliales méas grandes del sistema
nervioso central, cumplen funciones cruciales como el
soporte estructural de las neuronas, la regulacion de la
inflamacion, el mantenimiento de la  barrera
hematoencefalica, y la modulacién de la actividad
sinaptica[80]. El estudio in vitro denominado “Efecto neuro
protector del pre acondicionamiento isquémico mediado
por exosomas derivados de astrocitos y el papel del miR-
92b-3p en la isquemia cerebral”. Este estudio in vitro
investiga cémo los exosomas derivados de astrocitos pre
acondicionados con privacion de oxigeno y glucosa (OGD)
protegen a las neuronas en un modelo de isquemia cerebral.
Los resultados muestran que estos exosomas son

absorbidos por las neuronas y atentan la muerte neuronal y
las apoptosis inducidas por la OGD. Un hallazgo relevante
es el micro ARN miR-92b-3p, que se encuentra en niveles
aumentados en estos exosomas Yy ejerce efectos neuro
protectores cuando se sobre expresa en las neuronas. Se
realizaron estudios de secuenciacion de micro ARN,
andlisis de apoptosis neuronal y estudios de absorcion de
exosomas para medir los efectos protectores de los
exosomas. Comparando diferentes tipos celulares
(astrocitos, neuronas y microglia), los exosomas de
astrocitos pre acondicionados mostraron ser los mas
efectivos en reducir la apoptosis y proteger frente a la
isquemia in vitro[139].

Por otro lado, otro estudio in vitro: “Los exosomas
derivados de astrocitos inducen la recuperacion neuronal
después de una lesion cerebral traumética mediante la
administracion de enlaces de hendidura alfa 1-20 k”. Este
estudio, tanto in vitro como in vivo, explora el papel de los
exosomas derivados de astrocitos que contienen la proteina
GJA1-20 k en la recuperacion neuronal tras una lesion
cerebral traumatica (LCT). Los exosomas redujeron la
apoptosis neuronal y mejoran la funciéon mitocondrial,



promoviendo la recuperacion de neuronas dafiadas. Los
exosomas se administraron a través de un modelo de
cultivo celular in vitro y se transfirieron a un modelo de rata
con lesién hidraulica por trauma cerebral. Se emplearon
técnicas como inmunofluorescencia, analisis de apoptosis
(TUNEL), Western blot para detectar proteinas, y tinciones
histolégicas (TTC y Nissl) se utilizaron para analizar los
efectos. Los resultados sugieren que los exosomas que
contienen GJA1-20 k son efectivos para reducir la
apoptosis neuronal y mejorar la funcion mitocondrial,
favoreciendo la recuperacién neuronal tras una LCT. El
estudio sugiere que los exosomas derivados de astrocitos,
especialmente aquellos que contienen GJA1-20 K,
funcionan eficazmente para reducir la apoptosis neuronal y
mejorar la funcion mitocondrial, promoviendo asi la
recuperacion neuronal después de una lesién cerebral[140].

El estudio in vivo “Efecto de los exosomas derivados de
astrocitos (AS-Exo) en la regulacion de la apoptosis y la
autofagia neuronal en modelos de accidente
cerebrovascular isquémico.” Investiga el uso de exosomas
derivados de astrocitos (AS-Exo) para tratar la isquemia
cerebral en ratones. Los exosomas fueron administrados
intravenosamente tras inducir isquemia focal mediante la
oclusion de la arteria cerebral media. Los resultados
mostraron que los AS-Exo mejoraron la viabilidad
neuronal, inhibieron la apoptosis inducida por la privacion
de oxigeno y glucosa (OGD), y redujeron los niveles de
mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-6 e IL-1f. El
estudio también revelé que los AS-Exo regulan
positivamente la autofagia, lo que contribuy6 a disminuir
la degeneracion neuronal en estudios tanto in vitro como in
vivo. Los métodos utilizados incluyeron tincion
inmunofluorescente para la identificacion de astrocitos y la
captacion de exosomas por neuronas mediante microscopia
laser confocal. Se analizaron la viabilidad celular y la
apoptosis mediante los ensayos CCK-8 y TUNEL, y se
evaluaron proteinas relacionadas con apoptosis (caspasa-3,
Bax) y autofagia (Beclin-1, LC3-I, LC3-Il, P62) usando
Western blot. Ademas, se midieron los niveles de
citoquinas proinflamatorias con ensayos ELISA[141].

En el caso de los exosomas secretados por la microglia,
pueden tener roles neuro  protectores  como
neurodegenerativos, dependiendo del contexto
patologico[142, 143]. La microglia, como células
inmunitarias exclusivas del sistema nervioso central
(SNC), juega un papel crucial en diversos procesos
fisiologicos cerebrales[144]. Cuando ocurre un accidente
cerebrovascular isquémico, la microglia se activa y puede
polarizarse en dos fenotipos diferentes: el fenotipo M1o el
fenotipo M2[145]. El estudio in vitro titulado "El miR-424-
5p transportado por exosomas desde la microglia pre
acondicionada isquémica media la lesion de las células

endoteliales cerebrales a través de la regulacion negativa de
la via FGF2/STAT3" explora cdmo el micro ARN miR-
424-5p, transportado en exosomas derivados de microglia
activada por privacion de oxigeno y glucosa (OGD), afecta
a las células endoteliales cerebrales (BMEC) en un modelo
de isquemia. Los exosomas de microglia activada por OGD
exacerban el dafio y la permeabilidad de las BMEC, lo que
contribuye a la disfuncion de la unidad neurovascular. La
inhibicion de miR-424-5p en los exosomas redujo
significativamente este dafio, mejorando la integridad
celular y disminuyendo la permeabilidad. Por el contrario,
la sobreexpresién de miR-424-5p empeord la lesion y
aument6 la permeabilidad de las BMEC. Para verificar
estos efectos, se utilizaron ensayos in vitro de privacién de
oxigeno y glucosa (OGD) en BMEC, junto con analisis de
mi ARN en exosomas, y ensayos de ganancia y pérdida de
funcién para miR-424-5p. Los resultados también fueron
validados en un modelo in vivo de oclusion de la arteria
cerebral media (MCAO), donde la inhibicion de miR-424-
5p redujo la disfuncion neuroldgica y el dafio endotelial. El
estudio sugiere que la inhibicibn de miR-424-5p en
exosomas de microglia tiene un efecto protector,
disminuyendo el dafio en las células endoteliales y
mejorando la permeabilidad en condiciones de isquemia.
En contraste, su sobreexpresion exacerba el dafio celular,
subrayando el papel critico de miR-424-5p en la regulacion
de la via FGF2/STATS3 en la lesion isquémica[145].

El estudio in vivo titulado "Los exosomas derivados de la
microglia M2 protegen al cerebro del raton de la lesién por
isquemia-reperfusion a través del miR-124 exosomal”
investiga el papel de los exosomas derivados de microglia
M2 en la proteccion del cerebro tras una lesion isquémica.
Los resultados mostraron que estos exosomas tienen un
fuerte efecto neuro protector, reduciendo la apoptosis
neuronal y disminuyendo el volumen del infarto cerebral
en un modelo de isquemia cerebral en ratones. Ademas, los
ratones tratados con los exosomas demostraron mejoras
significativas en sus déficits conductuales tres dias después
del ataque isquémico. Sin embargo, cuando se inhibio el
miR-124 en los exosomas, los efectos protectores
disminuyeron considerablemente. La combinacion de
exosomas M2 con el inhibidor de USP14 restaur6
completamente los efectos neuro protectores Los exosomas
fueron administrados por via intravenosa en el cerebro de
los ratones inmediatamente después de inducir la isquemia
mediante la oclusion de la arteria cerebral media. Los
efectos se midieron a través de la evaluacion del volumen
del infarto, puntuaciones neuroldgicas y analisis de
apoptosis neuronal. También se realizaron estudios
mecanicistas para analizar los niveles de expresion de ARN
y proteinas en neuronas y tejidos cerebrales. El estudio
concluye que los exosomas derivados de la microglia M2,
a través de la accién del miR-124, funcionan eficazmente
para reducir el dafio cerebral isquémico y promover la



supervivencia neuronal, destacando su potencial
terapéutico tanto en modelos in vitro como in vivo[137].
En resumen, la terapia exosdmica tiene un potencial
prometedor para el tratamiento del accidente
cerebrovascular isquémico, con los exosomas derivados de
la microglia M2 mostrando eficacia en la reduccién del
dafio cerebral y la promocion de la supervivencia neuronal.
La regulacion precisa de miRNAs como miR-424-5p y
miR-124 es crucial para maximizar los beneficios
terapéuticos y minimizar los efectos adversos[137, 146].

En el estado de hipoxia los exosomas provenientes de
células endoteliales cerebrales tiene un papel importante en
la proteccion de las neuronas, y promueven en crecimiento
axonal, por medio de la promocidn del crecimiento celular,
migracion y detenimiento de la apoptosis de las células
nerviosas[147]. Un estudio in vitro “Los exosomas
derivados de células endoteliales cerebrales inducen neuro
plasticidad en ratas con lesion por isquemia / reperfusion”.
En este estudio in vitro, se compard el efecto de exosomas
derivados de celulas endoteliales cerebrales isquémicas
(isCEC-ex0s) y no isquémicas (nCEC-exos) en el
crecimiento axonal de neuronas corticales. Los iSCEC-exos
demostraron una eficacia superior en comparacién con los
nCEC-exos para promover el crecimiento axonal. Se utilizd
un sistema de cultivo celular multi compartimental y
andlisis ultraestructurales para confirmar la internalizacién
de los exosomas en los axones. El analisis de miARN y
proteinas revelé que los isCEC-exos facilitan la
recuperacion axonal, mediado por cambios en micro ARN
y proteinas relacionadas con la inhibicion del
crecimiento[147].

En estudios in vivo como “El miR-424-5p transportado por
exosmosis desde la microglia pre acondicionada isquémica
media la lesion de las células endoteliales cerebrales a
través de la regulacion negativa de la via FGF2/STAT3”.
Este estudio in vivo evalud el impacto de los exosomas
derivados de células endoteliales cerebrales (EC-Exo) en la
recuperacion  post-ictus en un  modelo de
oclusion/reperfusion de la arteria cerebral media
(MCAOI/R). Los resultados mostraron que los EC-Exo
redujeron la tasa de falla de pie, mejoraron la marcha y
enriquecieron las vias relacionadas con la transmisién
sindptica y la plasticidad sindptica. El microARN-126-3p,
presente en los exosomas, jugé un rol crucial en la
proteccion neuronal y el crecimiento de neuritas. Estos
efectos se reflejaron en mejoras en la funcién motora y la
plasticidad sinéptica[146]. En otro estudio in vivo
“Mecanismo de reparacion de la lesion cerebral isquémica
por exosomas derivados de células progenitoras
endoteliales”. Estudio in vivo examiné los efectos de los
exosomas derivados de células progenitoras endoteliales
(EPC) en un modelo de isquemia cerebral. Los resultados
indicaron una reduccion significativa en el tamafio del

infarto cerebral, mejoras en la puntuacion de déficits
neurolégicos y una disminucién en la apoptosis celular.
Ademas, se observé un aumento en la expresion de
proteinas asociadas con la angiogénesis, como CD31 y
VEGF. Los exosomas se inyectaron intraventricular mente,
y los analisis confirmaron la eficacia de los exosomas en la
promocion de la angiogénesis y la reduccién de la
apoptosis, mejorando la recuperacion funcional[148].

Los estudios sobre células somdticas han sido
fundamentales para comprender los mecanismos de
reparacion tisular y regeneracion en el contexto del
accidente cerebrovascular (ACV), ofreciendo valiosa
informacion sobre las respuestas celulares ante el dafio
isquémico[60]. Sin embargo, a medida que se ha avanzado
en la investigacion, se ha reconocido que las células
sométicas tienen limitaciones en su capacidad de
regeneracion a largo plazo y en su potencial para influir en
el microambiente post-ACV[149]. En este sentido, las
células madre mesenquimales (CMM) han emergido como
una alternativa prometedora, no solo por su capacidad para
diferenciarse en varios tipos celulares, sino también por su
potente accién paracrina y su habilidad para secretar
exosomas cargados con moléculas terapéuticas[11]._Estas
caracteristicas han impulsado una creciente atencién hacia
el potencial de las MSC en el tratamiento del ACV,
abriendo nuevas vias de investigacion que buscan
maximizar los beneficios terapéuticos de estos enfoques
celulares avanzados[13]. Un estudio sobre la recuperacién
funcional tras un accidente cerebrovascular, los exosomas
modificados por bioingenieria enriquecidos con el grupo
miR-17-92 derivados de células estromales mesenquimales
(CMM) demostraron tener un impacto significativo[149,
150].

En comparacién con el grupo control que recibié
liposomas, las ratas tratadas con estos exosomas
presentaron una reduccion considerable en el corriente
umbral para la micro estimulacién intracortical, lo que
mejord los movimientos de las extremidades. Ademas, se
observé un aumento en la densidad de neuritas, mielina, y
brotes axonales, tanto en el area limite isquémica como en
la médula espinal desnervada. Esta mejora funcional parece
estar relacionada con la activacion de la via
PI3K/Akt/mTOR, mediada por la regulacion negativa de
PTEN, lo que favorece la remodelacion axonal y la
mielinizacion[151].

En linea con estos hallazgos se realizd un intento por
demostrar que los exosomas de células estromales
mesenquimales (MSC) median la transferencia de micro
ARN 133b (miR-133b) para promover la recuperacion
neuroldgica tras un accidente cerebrovascular, se
emplearon tecnologias de knockin y knockdown para
ajustar los niveles de miR-133b en las MSC y sus
exosomas[152]. Las ratas sometidas a oclusion de la arteria



cerebral media (MCAO) y tratadas con diferentes variantes
de CMM mostraron resultados interesantes. Las que
recibieron MSC sin modificacién ya mejoraron la
recuperacion funcional y la plasticidad axonal, pero estas
mejoras fueron aln mas notables con el tratamiento de
MSC miR-133b (+)[152, 153]. En contraste, los beneficios
disminuyeron con el tratamiento de CMM miR-133b (-).
Ademas, el nivel de miR-133b en los exosomas del liquido
cefalorraquideo reflejo estos cambios, sugiriendo que los
exosomas liberados por las CMM transfieren
efectivamente miR-133b a astrocitos y neuronas,
modulando la expresion de genes clave y favoreciendo la
remodelacion neuronal[154].

Recientes estudios como el de aplicacion de vesiculas
extracelulares derivadas de células madre mesenquimales
en el tratamiento del ictus: estudio de bio distribucion y
micro ARN y el que habla sobre los exosomas de células
progenitoras endoteliales modificadas con miRNA-126
alivian la lesion cerebral y promueven la recuperacién
funcional después de un accidente cerebrovascular
comparan el uso de vesiculas extracelulares y exosomas en
modelos animales para tratar el ictus isquémico. En el
primer estudio, las vesiculas extracelulares derivadas de
células madre mesenquimales no solo demostraron
estimular la neurogénesis y la angiogénesis, sino que
ademaés ofrecieron una ventaja sobre las MSC al evitar su
acumulacion en drganos como los pulmones y el
higado[155]. Ademas, se identificaron los micro ARN
miR-184 y miR-210 como factores clave en la promocion
de estos procesos regenerativos[156]. En cambio, en el
segundo estudio, los exosomas derivados de células
progenitoras endoteliales (EPC-EX), modificados con
miR-126, mostraron un efecto méas potente que los
exosomas no modificados al reducir el tamafio del infarto,
aumentar la microvasculatura y mejorar la recuperacién
neurolégica[157]. Aqui, el enriquecimiento con miR-126
favorecio la angiogénesis y la neurogénesis, acompafiado
por una regulacion positiva de VEGFR2 y una reduccion
de la caspasa-3, indicando un efecto protector contra el
dafio cerebral[158]. Aunque ambos estudios destacan el
papel terapéutico de estas vesiculas y exosomas, el primero
se centra mas en la bio distribucién y los mi ARN clave
para la regeneracion, mientras que el segundo profundiza
en los beneficios del miR-126 en la recuperacién funcional,
especialmente en modelos diabéticos[158].

Por otro lado, un estudio reciente ha demostrado que los
exosomas aislados de NSC (NSCs-Ex) tienen una notable
eficacia en la inhibicion de la apoptosis neuronal y en la
promocion de la proliferacién de células SH-SY5Y, tanto
en condiciones normales como en escenarios de privacion
de oxigeno y glucosa (OGD). Los estudios realizados in
vivo respaldan estos hallazgos, evidenciando que los

NSCs-Ex no solo reducen de manera significativa el area
de infarto en modelos de oclusién de la arteria cerebral
media (MCAOQ), sino que también suprimen la apoptosis en
las neuronas[159]. Un descubrimiento clave de esta
investigacion es el miR-150-3p, identificado como el micro
ARN maés abundantemente expresado en los exosomas en
comparacion con las NSC originales[155]. El uso de un
imitador de miR-150-3p ha demostrado efectos neuro
protectores, mientras que su inhibidor exacerbo la lesion
neuronal, tanto in vitro como in vivo. Ademas, se identifico
a CASP2 como un objetivo de miR-150-3p, lo que sugiere
que los NSCs-Ex facilitan la neuro proteccion mediante la
transferencia de este micro ARN, dirigiéndose a CASP2 y,
en consecuencia, inhibiendo la apoptosis neuronal tras una
lesion cerebral[160]. Estos hallazgos destacan el potencial
terapéutico de los exosomas derivados de NSC en el
tratamiento de lesiones cerebrales, abriendo nuevas vias
para la investigacion en terapias regenerativas. Se
determind en un hallazgo reciente que la expresion de miR-
124 mediante PCR en tiempo real tenia un impacto en el
area de infarto en un modelo de ratones con oclusion de la
arteria cerebral media (MCAOQ). Ademas, se investigé la
influencia de miR-124 en la apoptosis y la muerte neuronal
inducida por privaciéon de oxigeno y glucosa (OGD)
mediante técnicas de inmunofluorescencia. El analisis de
las proteinas relacionadas con la apoptosis se llevd a cabo
a través de Western blot[161].

Los resultados revelaron que los niveles de miR-124
aumentaron significativamente en la penumbra isquémica
en comparacion con las areas no isquémicas de los ratones
con MCAO. Asimismo, el tejido cerebral de ratas
espontaneamente hipertensas propensas a accidentes
cerebrovasculares (SHR-SP) mostré una expresion mas
alta de miR-124 en comparacion con ratas
espontaneamente hipertensas (SHR)[162]. Este patron se
observé también in vitro, donde el tratamiento con OGD
incrementd notablemente los niveles de miR-124 en
neuronas primarias. En el contexto in vivo, la
sobreexpresion de miR-124 condujo a una disminucion
significativa en el area de infarto, mientras que su supresion
resulté en un aumento significativo[163]. En condiciones
in vitro, la ganancia o pérdida de funciéon de miR-124 se
tradujo en una reduccion o aumento de la apoptosis y la
muerte neuronal inducida por OGD, correlacionadndose con
variaciones en las proteinas anti apoptéticas Bcl-2 y Bcl-xl.
Estos hallazgos sugieren que miR-124 desempefia un papel
crucial en la regulacion de la apoptosis neuronal y puede
ser un objetivo potencial para estrategias terapéuticas en el
tratamiento de lesiones cerebrales[164].

Recientemente, se ha comenzado a explorar la aplicacion
clinica de los exosomas derivados de células madre
mesenquimales (CMM) en humanos, lo que podria cambiar



la percepcidn sobre su viabilidad terapéutica. Un ensayo
clinico piloto aleatorizado evalu6 la seguridad de la
inyeccion intraparenquimatosa de exosomas de placenta
alogénica en pacientes sometidos a craneotomia
descompresiva debido a un infarto maligno de la arteria
cerebral media (MMCAI)[89]. Este tipo de infarto es una
causa significativa de alta mortalidad y discapacidad en
adultos. Se incluyeron cinco pacientes con una edad
promedio de 62 afios, y se realizd un seguimiento de 3
meses. A pesar de que los pacientes presentaban un indice
de puntuacion NIHSS medio de 17,6 + 5,02, no se
reportaron efectos adversos graves, como hematomas o
edema en el lugar de la inyeccién [89] . La inyeccién se
llevd a cabo con un volumen de 2 ml de exosomas a una
concentracion de 356 pg/ml, inyectandose a 2 cm de
profundidad en la zona de penumbra isquémica del 1é6bulo
frontal. Las células madre mesenquimales se cultivaron a
partir de placenta fresca, y los exosomas se almacenaron a
-20 °C antes de su uso[89]. EIl estudio, aprobado por el
comité de ética de la Universidad de Ciencias Médicas
Shahid Beheshti en Iran, se centro en la seguridad mas que
en la efectividad, aunque se observaron algunas mejoras
funcionales en la escala de Rankin modificada en cuatro de
los cinco pacientes tres meses despues del accidente
cerebrovascular[89]. Estos hallazgos sugieren que la
inyeccion de MSC-Exo puede ser segura para el
tratamiento de accidentes cerebrovasculares isquémicos
agudos[9]. Este estudio es un paso importante en la
investigacién clinica sobre el uso de exosomas,
respaldando su potencial terapéutico en humanos, un area
gue previamente carecia de evidencia clinica sélida. A
medida que se continle investigando, estos exosomas
podrian convertirse en un tratamiento de apoyo Yy
preventivo en pacientes que sufren de lesiones isquémicas.

D. Exosomas modificados por bioingenieria

Los exosomas son vesiculas ampliamente estudiadas, los
hay nativos que son vesiculas naturales secretadas por las
células que contienen diversas moléculas bioactivas [23].
Aqui podemos encontrar proteinas, lipidos y ARN, los
mismos facilitan la sefializacion celular y la respuesta a los
factores de estrés, incluidas las enfermedades
isquémicas[88], [89].

Las células terapéuticas se derivan de varias fuentes,
incluidas las células madre pluripotentes (PSC), las células
madre neurales (NSC), las células madre mesenquimales
(MSC), las células madre de la sangre del cordén umbilical
(UCBSC) vy las células madre derivadas de tejido adiposo
(ADSC).[90], [91], [92].

De los diversos tipos de células que existe las células
madres encabezan los estudios realizados en la actualidad,
esto debido a su capacidad para diferenciarse en células
sanas, gracias a su efecto paracrino en la célula huésped

[93]. Los exosomas nativos median la secrecion de
desechos celulares al liquido extracelular y lo transmiten
entre las  células  cerebrales  productoras y
objetivo/receptoras [93] . En un estudio se realizé un
modelo de isquemia inducida por glutamato, y los
exosomas derivados de musculo liso adrtico humano
protegieron los tejidos cerebrales activando la liberacion de
citocinas y factores de crecimiento, principalmente
mediante la activacion de la via fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI3K)/Akt se obtuvo un efecto neuro protector sobre la
lesién por isquemia hipdxica en ratones recién nacidos, y
este resultado se debié en parte a una disminucién en la
apoptosis neuronal y la neuro inflamacion[94]

La integracion de exosomas con biomateriales ha sido
explorada para mejorar su estabilidad y biodisponibilidad
en el tratamiento de stroke[95].

Exosomas encapsulados en hidrogeles o polimeros
biocompatibles pueden ser liberados de manera controlada
en las areas afectadas por la isquemia cerebral,
proporcionando un suministro sostenido de factores
neuroprotectores como el BDNF factor neurotréfico
derivado del cerebro o microARNs antiinflamatorios[34].
Estos sistemas hibridos mejoran la capacidad de los
exosomas para promover la neurogénesis y reducir el dafio
post-isquémico, maximizando el tiempo durante el cual los
exosomas pueden actuar en el cerebro afectado[96]. El uso
de nanoparticulas dentro de los exosomas ha permitido
desarrollar terapias dirigidas altamente efectivas para el
stroke[97], [98].Los exosomas cargados con nanoparticulas
de oro o plata, por ejemplo, han sido modificados para
mejorar la visualizacién por imagenologia (como la
resonancia magnética) y aumentar la entrega de terapias
fototérmicas o fotodindmicas en el tejido cerebral afectado.
Ademas, las nanoparticulas pueden potenciar la capacidad
de los exosomas para atravesar la barrera hematoencefalica,
facilitando la entrega de moléculas terapéuticas
directamente a las neuronas lesionadas[97], [98].

En modelos experimentales de accidente cerebrovascular,
se han utilizado nanoparticulas magnéticas incorporadas en
exosomas para dirigir terapias regenerativas mediante un
campo magnético externo. Esto ha permitido una
localizacion precisa de los exosomas en las &reas dafiadas
del cerebro, facilitando la regeneracion tisular y la
reduccion de la inflamacidn cerebral.[99]

Los exosomas modificados, por otro lado, estan disefiados
para mejorar su eficacia terapéutica, estas modificaciones
incluyen el uso de quimica click, la combinacién con
biomateriales y nanoparticulas, con el objetivo de mejorar
su estabilidad, biodisponibilidad y especificidad en el
tratamiento de diversas enfermedades, incluidas las del
sistema nervioso central, el cancer y las enfermedades
inflamatorias[100]. Por ejemplo, los exosomas se pueden



TABLA 11I.

APLICACION DE LA TERAPIA A PARTIR DE LAS CELULAS SOMATICAS

Tipo de Fuente de Efecto terapéutico Método de evaluacion Ref.
estudio exosomas
Mostro efecto neuro protector, atenuacion de la Se realiz6 CCK-8 para estimar la viabilidad celular y ~ [139]
muerte neuronal y la apoptosis. Secuenciacion de microARN (miARN) de alto
rendimiento.
Los exosomas GJA1-20 k fueron absorbidos por la  Los resultados se evaluaron mediante tincion con TTC ~ [140]
neurona y regularon negativamente la tasa de Y seccionesde tejido dafiado del modelo de TCE de rata.
In vitro Astrocitos apoptosis y aumentaron la funcién mitocondrial para
promover la recuperacion neuronal.
In vivo Astrocitos Inhibi6 la apoptosis, mejoro el dafio neuronal Para evaluar la apoptosis de las neuronas, se observé el [141]
mediante la regulacién de la autofagia. marcado y la captacién de exosomas por las neuronas
mediante microscopia laser confocal, la vitalidad y la
apoptosis de las células HT-22 mediante el ensayo Cell
Counting Kit-8 (CCK-8) y la tincion Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
(TUNEL). Para investigar el efecto de AS-Exo en la
autofagia de las neuronas OGD, se analiz6 mediante
Western blot.
Agravacion del dafio celular, Los exosomas Evaluacion de Sobreexpresion e inhibicion de miR-424-  [146]
derivados de la microglia activada por privaciéon de  5p para determinar su impacto en la viabilidad celular y
oxigeno y glucosa (OGD) empeoraron la viabilidad  la permeabilidad. Ensayo de actividad dual de luciferasa
celular e integridad de las células endoteliales para confirmar que miR-424-5p regula la via de
microvasculares cerebrales (BMEC), lo que condujo  sefializacién FGF2/STAT3, identificando cémo miR-
a una mayor pérdida de formacion 424-5p interactia con esta via en las células
endoteliales. Técnica RIP (RNA Immunoprecipitation)
para verificar la interaccion entre miR-424-5p y las
proteinas objetivo, como STAT3, proporcionando
evidencia mecanicista del impacto de miR-424-5p en la
via de sefializacion.
In vitro Microglia
Reduccion de la apoptosis neuronal, disminucién del ~ Para la evaluacion del volumen de infarto se realizé  [137]
volumen del infarto cerebral tifiendo las secciones cerebrales con solucidn de violeta
de cresilo y calculando la proporcién de tincién en los
hemisferios ipsilateral y contralateral utilizando
ImageJ, Las evaluaciones neurolégicas utilizaron la
In vivo Microglia M2 escala de gravedad neuroldgica modificada (mNSS),
que es una escala compuesta de pruebas motoras,
reflejas y de equilibrio.
In vitro Células Facilita el crecimiento axonal. Evaluacion de crecimiento  axonal, analisis [165]
endoteliales ultraestructural con microcopia, evaluacién mecanica y
blogueo del trasporte axonal.
In vivo Células Regulacion de la plasticidad sinaptica. Aumento de la  Evaluacion de la funcién motora con tasa de falla de pie  [147]
endoteliales longitud de las dendritas, proteccion a las células 'y andlisis de la marcha. La evaluacion de la secuencia
PC12 de la apoptosis, aumento del crecimiento de las  de genes utilizando el anélisis de GO (Gene Ontology)
neuronas, promocién de la recuperacion motora y KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
funcional en el modelo MCAO/R. para determinar el enriquecimiento en términos
bioldgicos relacionados con la plasticidad sinaptica, la
regulacion de la transmision sinaptica y el ciclo de
vesiculas sinapticas, también se realiz6 Andlisis de
microARN. Evaluacion estructural consistio en
medicion de sinapsina-1 y longitud de dendritas.
Frena la apoptosis y promueve la angiogénesis. Los métodos de evaluacion para el area de infarto fue  [148]
medida por tincion TTC
, La Puntuaciones neurolégicas (evaluacion
conductual), apoptosis (medida por tincion TUNEL),
examen patol6gico (tincion H&E), Angiogénesis
(expresion de CD31 'y VEGF mediante
inmunofluorescencia y RT-gPCR). sefializacion
molecular (niveles de Wnt3a, GSK-3p y p-GSK-3f
mediante western blot).
) TABLA IV. )
APLICACION DE LA TERAPIA EXOSOMICA A PARTIR DE EXOSOMAS DE CELULAS MADRE
Tipo de Fuente de Efecto terapéutico Método de evaluacion Ref.
estudio €X0s0mas
In vitro CMM Promueve la Andlisis de proliferacion y migracion celular mediante ensayos MTT y de rasgado,  [71]

angiogeénesis

respectivamente, evaluacion de formacién de tubos en ECs para medir su capacidad de

angiogénesis, andlisis de expresion de proteinas relevantes mediante Western blotting y
PCR en tiempo real para cuantificar la expresién de miR-126 y genes relacionados.




In vivo CMM Aumento la extension  Pruebas de remocion de adhesivos y puntuacion de severidad neurolégica modificada  [151]
axonal y la mielinizacion ~ (mNSS), Estimulacién cortical intracortical (ICMS) para medir el umbral de
axonal. movimiento en extremidades, trazado corticoespinal: Inyeccién de BDA para visualizar
fibras axonales en el cerebro y médula espinal y tincion de Luxol Fast Blue para mielina
y anticuerpos para GAP-43 en tejido cerebral.
Remodelacién neuronal ~ Pruebas conductuales para medir mejoras en la capacidad motora, y la plasticidad axonal ~ [149]
y remodelacion de neuritas en la zona limite isquémica para observar cambios en la
estructura neuronal. Se cuantifico el nivel de miR-133b en los exosomas del liquido
cefalorraquideo para determinar la transferencia del microARN. Ademas, se utiliz6
proteina fluorescente para rastrear la liberacion y transferencia de exosomas a astrocitos
y neuronas. Finalmente, se analizd la expresion de genes diana especificos para miR-
133b para evaluar el impacto de la transferencia de miR-133b en la regulacién genética
post-ACV.
Neurogénesis, Se utilizaron varios métodos de evaluacién: la biodistribucién de las vesiculas [166]
angiogénesis extracelulares (MSC-EV) se analizd mediante marcaje fluorescente y mediciones en el
hemisferio infartado, el pulmén y el higado. Se evalug la eficacia terapéutica observando
mejoras conductuales en ratas tratadas con MSC-EV en comparacién con un grupo
control. Ademas, se examinaron los efectos de MSC-EV en la neurogénesis y la
angiogénesis, y se identificaron los microARN esenciales (miARN-184 y miARN-210).
Neurogénesis, Se midi6 el volumen del infarto, el flujo sanguineo cerebral, la densidad microvascular ~ [120]
angiogénesis, anti  cerebral y se realizaron analisis de neurogénesis y angiogénesis mediante técnicas como
apoptosis. la inmunofluorescencia y el TUNEL. También se evaluaron los déficits neuroldgicos
mediante pruebas de conducta como la prueba de esquina y de retirada adhesiva.
Invivoe CMM Proteccion de la barrera  Permeabilidad de la barrera hematoencefalica con el tinte Evans Blue, apoptosis [121]
in vitro hematoencefélica, efecto  mediante ensayo TUNEL, area de infarto con coloracién TTC, expresion de proteinas
antinflamatorio 'y anti  por Western blotting, expresion de miR-21-3p con RT2-PCR, produccién de citocinas
apoptosis. mediante ELISA, inmunofluorescencia para marcadores especificos, interaccion miR-
21-3p/MAT2B con ensayo de doble luciferasa, modelo de hipoxia/reoxigenacion in
vitro, y citometria de flujo para apoptosis celular.
Mostro efecto de anti In vivo: se empleo el modelo de oclusién de la arteria cerebral media (MCAO) en ratas  [74]
apoptosis para evaluar la reduccion del dafio cerebral. In vitro: se realizaron co-culturas de
neuronas con ASCs o ASC-EVs, y se emplearon ensayos de viabilidad neuronal y
apoptosis, ademas de andlisis de expresion génica y proteica mediante RT-gPCR y
Western blot para evaluar el impacto de miRNA-22-3p y sus efectos sobre KDM6B y
el eje BMP2/BMF.
Suprimié la apoptosis In vitro: Analisis de apoptosis, con kit de tincion Annexin V-FITC Y PI, también, se  [75]
neuronal, reduccion del recolectaron y procesaron para anélisis con un citémetro de flujo y el software FlowJo.
area de infarto del PCR, andlisis de Expresién Genética, analisis de microarrays, detencién dual del gen
modelo de oclusién de la  reportero. In vivo: observacion del volumen de infarto con Tincion TTC, HE y Nissl
arteria cerebral media para evaluar cambios patoldgicos y la morfologia celular en cortes cerebrales. Y Tincion
Invitroe Células (MCAO). TUNEL para cuantificar la apoptosis en el tejido cerebral.
In vivo madre Reduccién del volumen Andlisis de la apoptosis con el kit de tincion, ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH)  [106]
neuronales de infarto, efecto  para indicar el dafio celular. Tincién con TTC para evaluacién del volumen del infarto

antinflamatorio,
Regulacion de Factores
Neurotroficos, que son
esenciales  para la
supervivencia y la
recuperacién  de las
neuronas.

en cerebros de ratas. Aislamiento de ARN, PCR cuantitativa para medir la expresion de
genes proinflamatorios, deteccion de Proteinas con Analisis de proteinas en células y
tejidos cerebrales mediante Western blot.

adaptar para mejorar su capacidad de seleccién, como los
diseflados para administrar especificamente agentes
antiferroptosis a la microglia M2, modulando asi las
respuestas inflamatorias y promoviendo la supervivencia
neurona[101]. Ademas, se ha demostrado que los exosomas
derivados de células madre pluripotentes portan mi ARN
especificos que inhiben proteinas perjudiciales como
Asicl, lo que destaca ain mas su potencial de neuro
proteccion  durante los eventos isquémico[102].
Actualmente existen técnicas como el click Chemistry que
es ampliamente utilizada para modificar la superficie de los
exosomas debido a su alta eficiencia y especificidad. Este
enfoque permite la conjugacién de moléculas bioactivas
(como anticuerpos, péptidos o fluoréforos) a la membrana
del exosoma sin alterar sus propiedades biofisicas ni su
capacidad de comunicacion intercelular[95], [103]. En
terapias antitumorales, por ejemplo, los exosomas
modificados con ligandos especificos mediante quimica
click pueden dirigirse selectivamente a las células
cancerosas, mejorando la entrega de farmacos

quimioterapéuticos o moléculas de ARN de interferencia
(siRNA)[95], [103] . Los investigadores se estan centrando
en la bioingenieria de los exosomas para aumentar la
concentracion en los sitios objetivo, el tiempo de
circulacion y la vida media en el cuerpo. Se deben cumplir
al menos dos condiciones al disefiar exosomas para apuntar
al cerebro: (I) BioEng-Exo no debe interactuar con las
barreras fisioldgicas, lo que podria limitar su difusion,
excepto la membrana plasmética de la célula objetivo, y (I1)
se deben disefiar exosomas para apuntar preferentemente a
tipos de células relevantes para la patogénesis de la
enfermedad[111].Es de nuestro interés la glicoproteina
(RVG) se utiliza para disefiar exosomas especificamente
para enfermedades del SNC[105].

La bioingenieria directa de exosomas se realiza después de
aislar y limpiar los exosomas del liquido ordinario de una
célula[106]. En los estudios realizados sobre Bio-Eng Exo
destacan el de exosomas dorados quien con nanoparticulas
de oro mediante la incubacion de GNP con exosomas y
recoleccion de exosomas, lograron demostrar las



capacidades de migracion y localizacion de los exosomas
en el cerebro[105], [106]. En general, tanto los exosomas
nativos como los modificados representan una plataforma
versatil para terapias innovadoras para el ictus, aunque
persisten los desafios en cuanto a las técnicas de
estandarizacion y aislamiento[89].

Iv. DISCUSION
La terapia exosOmica se presenta como una estrategia

terapéutica innovadora y prometedora para abordar la
isquemia cerebral, una de las principales causas de muerte y
discapacidad a nivel mundial [107]. A medida que la
investigacion avanza, se hace evidente que los exosomas,
derivados de diversas fuentes celulares, poseen un potencial
significativo para reparar y regenerar el tejido cerebral
dafado. Estas pequefias vesiculas extracelulares son
capaces de transportar una variedad de moléculas
bioactivas, incluyendo proteinas, lipidos y acidos nucleicos,
que pueden desencadenar procesos de sefializacidn cruciales
para la neuro proteccion y la recuperacion funcional [108],
[109]. Las terapias actuales aprobadas por la FDA para el
tratamiento del accidente cerebrovascular (ACV),
destacando la trombosis y la trombectomia como los
enfoques mas utilizados. [110] Estas intervenciones son
fundamentales en la atencién aguda del ACV isquémico, ya
que buscan restaurar el flujo sanguineo al cerebro y
minimizar el dafio neuronal. Sin embargo, a pesar de su
eficacia, estas terapias tienen limitaciones, como el tiempo
critico para su aplicacion y la posibilidad de complicaciones
asociadas. [111], [112]

Explorar nuevas estrategias terapéuticas, como la terapia
exosémica, podrian complementar o mejorar los resultados
de los tratamientos actuales. Las técnicas mas comunes
para el aislamiento de exosomas, sefialando que la
ultracentrifugacion es la mas utilizada por excelencia. Esta
técnica, aunque efectiva, presenta desventajas, como la
necesidad de equipos especializados y el tiempo requerido
para el proceso [113] La estandarizacién de los métodos de
aislamiento es crucial para garantizar la purezay la calidad
de los exosomas, lo que a su vez influye en su eficacia
terapéutica. La optimizaciébn de estos procesos es
fundamental para maximizar los beneficios de los
exosomas en aplicaciones clinicas [74].

El papel de los exosomas en el sistema nervioso central
(SNC) se ha destacado como crucial tanto en condiciones
fisiolégicas como patoldgicas[18]. En situaciones
normales, los exosomas facilitan la comunicacion
intercelular y la homeostasis cerebral, siendo mediadores
de procesos como la plasticidad sinaptica y la reparacion
celular[1] No obstante, en condiciones patol6gicas como el
accidente cerebrovascular (ACV) o enfermedades
neurodegenerativas, la liberacion de exosomas se ve
alterada, lo que contribuye a la disrupcion de la

comunicacion intercelular y al agravamiento del dafio
neuronal [115].La investigacion emergente sugiere que los
exosomas podrian tener un doble papel: por un lado, como
biomarcadores clave de la progresién de enfermedades,
detectables en fluidos periféricos, y por otro, como
vehiculos potenciales para terapias dirigidas, gracias a su
capacidad para cruzar la barrera hematoencefalica
(BHE)[18]. En el contexto del ACV, los exosomas
liberados por células cerebrales dafiadas pueden actuar
sobre distintos procesos de reparacién, como la
angiogénesis y la neurogénesis, contribuyendo a la
restauracion funcional del cerebro[116], [117]. Estos
hallazgos resaltan la promesa de los exosomas como
herramientas tanto diagndsticas como terapéuticas, lo que
podria abrir nuevas vias para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas y accidentes
cerebrovasculares[118].

A pesar de los resultados alentadores obtenidos hasta ahora,
la investigacion en este campo aln se encuentra en sus
etapas iniciales. Uno de los principales desafios es la
estandarizacion de los métodos de aislamiento y
caracterizacion de los exosomas. La similitud en las
propiedades fisicas de los exosomas y otros tipos de
vesiculas extracelulares, como las micro vesiculas,
complica la homogenizacién de las metodologias de
aislamiento, lo que puede afectar la purezay el rendimiento
de los exosomas obtenidos. [74]. [119] La optimizacién de
estos procesos es fundamental para garantizar la eficacia
terapéutica de los exosomas en aplicaciones clinicas.
Ademas, la evaluacidn preclinica en modelos animales méas
variados es esencial para traducir los hallazgos de
laboratorio a la practica clinica[120]. La investigacion
futura debe centrarse en la optimizacion de las vias de
administracion de exosomas, ya que la biodisponibilidad y
la distribucién en el sitio de lesion son factores criticos que
influyen en su efectividad. La canulacién de la vena
femoral, por ejemplo, se ha identificado como una via de
acceso menos compleja que la inyeccién en la car6tida, lo
que podria facilitar la distribucion de los exosomas a través
del sistema circulatorio[113] Los estudios in vitro e in vivo,
emerge claramente el papel crucial de los exosomas como
vehiculos terapéuticos en la proteccion y recuperacion
neuronal tras un accidente cerebrovascular isquémico [121].
Los diferentes estudios revisados destacan que los
exosomas derivados de diversas fuentes celulares
(astrocitos, microglia, células endoteliales y células madre
mesenquimales) no solo transportan microARN con
potencial neuro protector, sino que también regulan
mecanismos celulares criticos como la apoptosis, la
autofagia, la inflamacion y la plasticidad sinaptica [38].

Un tema recurrente es la capacidad de los exosomas para
actuar en diferentes contextos patolégicos, modulando rutas



moleculares clave [47]. Por ejemplo, los exosomas de
astrocitos pre acondicionados con privacion de oxigeno y
glucosa, que contienen miR-92b-3p, muestran un claro
efecto protector sobre las neuronas expuestas a la isquemia,
mientras que los exosomas con GJA1-20 k favorecen la
recuperacion mitocondrial y neuronal tras una lesién
cerebral traumética. Este patron de accidn refleja la
importancia de los exosomas en facilitar la recuperacion
funcional, ya sea mediante la inhibicién de la apoptosis o la
promocion de la viabilidad celular[51].

La contribucion de los exosomas de microglia M2, que
actGan a través de miR-124, también subraya el potencial
terapéutico de estas vesiculas en la reduccion del dafio
isquémico, modulando tanto la inflamacion como la
apoptosis neuronal [48]. Asimismo, el miR-424-5p en los
exosomas derivados de microglia activada por OGD
representa una regulacion critica en la respuesta
neurovascular, con  su inhibicion  reduciendo
significativamente el dafio endotelial. Este hallazgo refuerza
el valor de los exosomas en la reparacion neurovascular y la
neuro proteccion [38]. Los exosomas derivados de células
endoteliales y progenitoras endoteliales juegan un papel
igualmente destacado, al promover tanto la neuro
plasticidad como la angiogénesis. La evidencia presentada
muestra que el enriquecimiento con miR-126-3p o la
modificacion bioingenieril de los exosomas potencia su
capacidad para reducir el tamafio del infarto cerebral,
mejorar la vasculatura cerebral y acelerar la recuperacion
funcional. Estos avances sugieren que la manipulacion
precisa de los microARN en los exosomas puede ser clave
para optimizar los efectos terapéuticos en el contexto de un
accidente cerebrovascular [65].

Finalmente, los estudios que involucran células madre
mesenquimales  (MSC) ofrecen una  perspectiva
particularmente prometedora. Los exosomas enriquecidos
con el grupo miR-17-92 o miR-133b demuestran un
impacto significativo en la remodelacion axonal, la
mielinizacion y la recuperacién motora, superando incluso
a los tratamientos convencionales como los liposomas. Esto
sugiere que los exosomas derivados de MSC podrian ofrecer
una solucion superior en términos de bio distribucién y
seguridad, evitando los riesgos asociados con la
acumulacién de células madre en drganos como los
pulmones o el higado[56]. La aplicacion clinica de
exosomas derivados de células madre mesenquimales
(CMM) en humanos ha mostrado resultados prometedores,
especialmente en estudios piloto sobre su seguridad en
pacientes con accidente cerebrovascular isquémico.[72] Un
ensayo clinico reciente evalu6 la inyeccién
intraparenquimatosa de exosomas en pacientes con infarto
maligno de la arteria cerebral media, observando mejoras
funcionales sin efectos adversos graves. Este estudio

respalda el potencial terapéutico de los exosomas en la
recuperacion post-ACV[72].

En conjunto, estos hallazgos subrayan el potencial de los
exosomas en la medicina regenerativa, destacando la
necesidad de avanzar hacia estudios clinicos mas amplios
que evallen la seguridad y eficacia en humanos. Las futuras
investigaciones deberan centrarse en la optimizacion de
técnicas de bioingenieria para mejorar la selectividad y la
eficiencia de los exosomas, asi como en la caracterizacion
de las interacciones especificas entre los microARN vy las
rutas moleculares implicadas en la recuperacion post-ictus.
A medida que se desarrollen técnicas de bioingenieria para
mejorar la estabilidad y la capacidad de focalizacién de los
exosomas, es probable que se superen muchas de las
limitaciones actuales, como la baja concentracion en el sitio
de lesion y la rapida eliminacion de los exosomas del
organismo. Esto podria abrir nuevas oportunidades para el
uso de exosomas en el tratamiento de otras condiciones
neurolégicas, ademas de la isquemia cerebral.[122] Aunque
la terapia exosémica para el tratamiento de la isquemia
cerebral estd en una fase de desarrollo, los resultados
preliminares son prometedores. Con una mejor
comprension de los mecanismos de accion y la optimizacion
de las técnicas de aislamiento y administracién, los
exosomas podrian convertirse en una herramienta
terapéutica clave en la lucha contra el accidente
cerebrovascular, ofreciendo nuevas esperanzas para la
recuperacion neuroldgica de los pacientes.

Iv. CONCLUSION

Segun la investigacion realizada, la terapia con exosomas
como estrategia para tratar el accidente cerebro vascular
isquémico presenta un enfoque prometedor, en un campo
en el que las opciones actuales son limitadas, pero adn
enfrenta desafios significativos para su implementacién
clinica efectiva. Los exosomas, en especial los derivados
de células madre mesenquimales, han demostrado
potencial para reducir la inflamacion, reparar el dafio neural
y promover la regeneracion tisular en estudios preclinicos
y clinicos iniciales. Un ensayo clinico piloto reciente han
mostrado resultados alentadores en términos de seguridad,
con algunas mejoras funcionales observadas en pacientes.
Esto sugiere que los exosomas podrian convertirse en una
herramienta terapéutica clave para abordar el dafio
neuroldgico causado por el ACV.

A pesar del optimismo generado por los resultados
iniciales, la implementacion clinica de la terapia exosémica
aun enfrenta varios retos. Entre ellos se encuentran la
necesidad de una mayor comprension de los mecanismos
moleculares implicados, la estandarizacién de los métodos
de aislamiento y caracterizacion de los exosomas, y la
optimizacion de las vias de administracion, ya que métodos



invasivos como la inyeccion intracerebral podrian no ser
viables a gran escala en un entorno clinico. Ademas, las
oportunidades de investigacion se centran en la
bioingenieria de exosomas para mejorar su especificidad y
eficacia, asi como en la exploracion de combinaciones con
otras terapias emergentes para potenciar los resultados. El
avance hacia estudios mas amplios y ensayos clinicos
robustos sera esencial para confirmar su eficacia y
establecer protocolos terapéuticos estandar. Con el tiempo
y la superacién de estos desafios, la terapia exosémica
podria revolucionar el tratamiento del ACV, ofreciendo
nuevas esperanzas para la recuperacién de los pacientes
afectados por esta condicion devastadora.
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