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RESUMEN 

 

El infarto del miocardio es actualmente la mayor causa de muerte a nivel mundial, 

llegando al 15% del total de muertes cada año. A lo largo de las décadas, diversas 

metodologías de cardioprotección se han desarrollado para limitar el daño del 

miocardio inducido por isquemia/reperfusión (I/R). El endotelio es un componente 

esencial en múltiples estrategias protectoras en infarto, secretando factores que han 

demostrado reducir el daño por I/R. Por otra parte, las vesículas extracelulares 

pequeñas (SEVs), como los exosomas, son pequeñas vesículas de 50-200 nm 

producidas por diversos tipos celulares. Estas nano-vesículas transportan 

proteínas, miRNAs, RNAs y DNA de una célula a otra, siendo una forma de 

comunicación celular muy variada. Adicionalmente, las SEVs son potenciales 

nuevos agentes cardioprotectores. En este sentido, se ha observado que las SEVs 

producidas por células endoteliales reducen la muerte celular generada por I/R in 

vitro. Si bien las estrategias cardioprotectoras han producido resultados exitosos en 

el laboratorio, esta realidad no se ha logrado reproducir en ensayos clínicos. Esta 

desconexión entre la ciencia básica y la clínica puede ser atribuida a la presencia 

de otros factores, tales como comorbilidades, co-medicaciones y envejecimiento. 

En este contexto, una posible explicación a la actual brecha entre el laboratorio y la 

clínica tiene relación con la inflamación, la cual es un factor común en la mayoría de 

las enfermedades asociadas a patologías cardiovasculares. Por esta razón, se ha 

postulado que condiciones proinflamatorias podrían reducir la efectividad de 

diversas estrategias cardioprotectoras en pacientes con comorbilidades. El presente 

estudio propuso como hipótesis de trabajo que las SEVs aisladas de células 

endoteliales en un estado proinflamatorio (activación endotelial), promueven la 

generación de SEVs defectuosas, anulando así su efecto protector en I/R. Para 

evaluar esta hipótesis, los objetivos consideraron el tratamiento de células 

endoteliales HUVEC con TNF-α y evaluación de expresión de parámetros 

proinflamatorios VCAM1, ICAM1 y eNOS mediante Western blot. Luego, se aislaron 

de SEVs de células endoteliales tratadas con la citoquina proinflamatoria TNF-α 
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(aSEVs) utilizando cromatografía de exclusión por tamaño. Para caracterizar estas 

nano-vesículas, se midió su tamaño y concentración mediante Nanoparticle 

Tracking Analysis, mientras que la expresión del marcador de superficie CD81 fue 

determinado mediante inmunoensayo y su visualización y morfología fue evaluada 

por microscopia electrónica. El efecto de estas SEVs fue evaluado en un modelo de 

cardiomiocitos de rata neonata sometidos a I/R in vitro y en un modelo de I/R global 

ex vivo en corazones aislados de ratones adultos. Los resultados mostraron que el 

tratamiento de células HUVEC con TNF-α generó un aumento en el contenido 

proteico de los marcadores proinflamatorios VCAM-1, ICAM-1 e IL-6, además de la 

disminución de los niveles de eNOS. La caracterización de SEVs muestra un 

tamaño asociado a exosomas entre 100 y 200 nanómetros, además de presentar el 

marcador de superficie CD81, evaluado mediante inmunoensayo. En el modelo de 

I/R in vitro, no se observaron diferencias en el porcentaje de LDH -un marcador de 

muerte celular- entre las células tratadas con SEVs controles y las tratadas con 

aSEVs. En un modelo de infarto ex vivo, tampoco se observaron diferencias 

significativas en el tamaño de infarto entre los controles de I/R y los corazones 

tratados con SEVs o aSEVs. Sin embargo, se obtuvo un aumento en la presión de 

perfusión en los corazones tratados con aSEVs, lo que sugiere daño del miocardio. 

Por lo tanto, esta investigación propone a la inflamación como un blanco terapéutico 

para poder restaurar la cardioprotección mediada por SEVs en un contexto 

patológico en el cual existan comorbilidades asociadas. 
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ABSTRACT 

 

Myocardial infarction is currently the leading cause of death worldwide, reaching 

15% of all deaths each year. Over the decades, various cardioprotective 

methodologies have been developed to limit ischemia/reperfusion (I/R)-induced 

myocardial damage. The endothelium is an essential component in multiple 

protective strategies in infarction, secreting factors that have been shown to reduce 

I/R damage. On the other hand, small extracellular vesicles (SEVs), like exosomes, 

are small 50-200 nm vesicles produced by various cell types. These nano-vesicles 

transport proteins, miRNAs, RNAs and DNA from one cell to another, being a very 

varied form of cellular communication. Additionally, SEVs are potential new 

cardioprotective agents. In this sense, it has been observed that SEVs produced by 

endothelial cells reduce cell death generated by I/R in vitro. Although 

cardioprotective strategies have produced successful results in the laboratory, this 

reality has not been reproduced in clinical trials. This disconnection between basic 

and clinical science can be attributed to the presence of other factors, such as 

comorbidities, co-medications, and aging. In this context, an explanation for the 

current gap between the laboratory and the clinic is related to inflammation, which is 

a common factor in most diseases associated with cardiovascular pathologies. For 

this reason, it has been postulated that proinflammatory conditions could reduce the 

effectiveness of various cardioprotective strategies in patients with comorbidities. 

The present study proposed as a working hypothesis that SEVs isolated from 

endothelial cells in a proinflammatory state (endothelial activation), promote the 

generation of defective SEVs, thus nullifying their protective effect on I/R. To 

evaluate this hypothesis, the objectives considered the treatment of HUVEC 

endothelial cells with TNF-α and evaluation of the expression of proinflammatory 

parameters VCAM1, ICAM1 and eNOS by Western blot. Then, SEVs were isolated 

from endothelial cells and treated with the proinflammatory cytokine TNF-α (aSEVs), 

using size exclusion chromatography. To characterize these nanovesicles, their size 

and concentration were measured by Nanoparticle Tracking Analysis, while the 
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expression of the surface marker CD81 was determined by immunoassay and the 

morphology and visualization was evaluated by electron microscopy. The effect of 

these SEVs was evaluated in an in vitro I/R neonatal rat cardiomyocyte model and 

in an ex vivo global I/R model in isolated adult mouse hearts. The results showed 

that the treatment of HUVEC cells with TNF-α generated an increase in the protein 

content of the proinflammatory markers VCAM-1, ICAM-1 and IL-6, in addition to a 

decrease in eNOS levels. The characterization of SEVs shows a size between 100 

and 200 nanometers, in addition to presenting the surface marker CD81, evaluated 

by immunoassay. In the in vitro I/R model, no differences were observed in the 

percentage of LDH -a marker of cell death- between cells treated with control SEVs 

and those treated with aSEVs. In an ex vivo infarct model, no significant differences 

in infarct size were observed between I/R controls and hearts treated with SEVs or 

aSEVs. However, an increase in perfusion pressure was evidenced in hearts treated 

with aSEVs, suggesting myocardial damage. Therefore, this research proposes 

inflammation as a therapeutic target to restore cardioprotection mediated by SEVs 

in a pathological context in which there are associated comorbidities. 

 

 



 17 

 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Infarto del miocardio  

 

La función esencial del corazón es bombear la sangre al resto del cuerpo. Esta 

función es ejercida por el tejido muscular especializado del corazón, el miocardio, el 

cual depende de la coordinación de los cardiomiocitos, las células cardiacas 

contráctiles. El corazón además presenta otros tipos celulares como fibroblastos 

cardiacos, células endoteliales y células de la musculatura lisa [1], [2]. Esta 

funcionalidad contráctil puede ser afectada por diversas causas, como la obesidad, 

el consumo de tabaco, el síndrome metabólico, la hipertensión arterial y una baja 

actividad física que derivan en las llamadas enfermedades cardiovasculares. Dentro 

de estas se encuentra el infarto del miocardio (IM), responsable del 15% de muertes 

cada año [3]. El IM se origina a partir de la ruptura de una coagulo sanguíneo o 

trombo generalmente formado en una placa aterosclerótica, esto puede causar la 

oclusión de una arteria coronaria, reduciendo parcial o completamente el flujo 

sanguíneo hacia una cierta parte del corazón, impidiendo el aporte de nutrientes y 

oxígeno, generando lo que se conoce como un evento isquémico [4]. 

A medida que aumenta el tiempo y la severidad de la isquemia, los cardiomiocitos 

comienzan a sufrir un daño irreversible y comienzan a morir, generando muerte del 

tejido del miocardio, el cual pierde su capacidad contráctil, aumentando el tamaño 

del infarto [5]. El procedimiento que permite que vuelva el flujo sanguíneo a la zona 

isquémica se conoce como reperfusión [6]. Si no se produce la reperfusión, el 

tamaño del infarto aumenta de manera progresiva, abarcando la totalidad del área 

de isquemia. Si bien la reperfusión evita que muera la totalidad del tejido, 

paradójicamente puede generar muerte del miocardio, proceso conocido como daño 

por reperfusión [6], por lo que a lo largo de los años se han explorado diversas 

metodologías protectoras para evitar el daño por reperfusión [5]. 

 



 18 

1.2. Cardioprotección  

   

A lo largo de los años, se han desarrollado diversas estrategias de protección frente 

al IM para reducir, prevenir y reparar el daño miocárdico inducido por los procesos 

de isquemia/reperfusión (I/R). Este tipo de metodologías que logran reducir el 

tamaño del infarto se conocen como metodologías cardioprotectoras [7]. Estas 

metodologías se clasifican generalmente en dos categorías, el condicionamiento 

isquémico y la cardioprotección farmacológica. El condicionamiento isquémico (CI), 

descrito hace más de 3 décadas, corresponde a un conjunto de estrategias 

cardioprotectoras endógenas basadas en ciclos cortos de isquemia y reperfusión.  

La protección mediada por estas estrategias ocurre debido a que, durante los breves 

ciclos de I/R, el cardiomiocito comienza a producir moléculas como, adenosina, 

bradiquinina, esfingosina y opioides los cuales actúan sobre receptores acoplados 

a proteína Gi/q/s en la membrana del cardiomiocito, activando 3 vías principales de 

protección. La vía PKC-eNOS-PKG, la vía RISK, cuyas moléculas de señalización 

corresponde a las vías PI3K-Akt y MEK1/2 y ERK1/2 y la vía SAFE, que se asocia 

a la activación de la vía JAK-STAT. Estas tres cascadas de señalización convergen 

en la mitocondria, generando protección de la muerte celular por medio de la 

inhibición de la apertura del poro de transición de permeabilidad mitocondrial, 

entidad que durante la reperfusión es permeable a diferentes moléculas y genera la 

muerte del cardiomiocito, además de la disminución en la producción de ROS.  

Por su parte, el condicionamiento farmacológico, a través de los años, se ha 

enfocado principalmente en activar farmacológicamente receptores y vías 

transduccionales relacionadas con la sobrevida celular como las vías RISK-SAFE 

(adenosina, bradiquinina), antioxidantes, utilizando como blanco la mitocondria 

(bendavia, ciclosporina A, bloqueadores de MCU), antagonistas β-adrenérgicos 

(metoprolol) y moduladores de la síntesis de óxido nítrico (NO) [8].  
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1.3.   El endotelio y su papel en cardioprotección 

 

Actualmente, se postula que la cardioprotección considera la estimulación e 

interacción de los distintos tipos de células cardiacas [9]. En dicho sentido, el 

endotelio juega un papel crucial en múltiples estrategias cardioprotectoras [10]. Para 

ilustrar este punto, cabe destacar en primer lugar el rol fundamental que juegan las 

células endoteliales en el sistema cardiovascular, teniendo características tanto 

funcionales y estructurales actuando como barrera entre la sangre y la pared del 

vaso sanguíneo, regulado la fibrinólisis y la cascada de coagulación por medio de 

la producción de factores coagulantes y anticoagulantes que mantienen las 

propiedades hemostáticas de los vasos sanguíneos [11]. Adicionalmente, el 

endotelio también controla la permeabilidad hacia el interior de la célula de los 

componentes del plasma, regula el tono vascular mediando los estímulos para que 

las células de la musculatura lisa produzcan tanto la relajación, como la contracción 

del vaso sanguíneo. Además, las células endoteliales son capaces de participar en 

procesos como la angiogénesis y aterogénesis [11]. En el miocardio, existe una 

densa red de capilares, en la cual, al menos un capilar y una célula endotelial, 

sobrepasan en número a los cardiomiocitos en una proporción de 3:1 [12].  

En este contexto, el endotelio juega un rol fundamental en cuanto a la protección 

frente al infarto, debido a que puede actuar como un “receptor” de señales 

trasmitidas vía sanguínea, como lo son las estrategias de condicionamiento 

isquémico y cardioprotección farmacológica así como nuevas estrategias 

cardioprotectoras prometedoras que se encuentran en su mayoría en fase de 

estudios preclínicos [10]. El endotelio también puede actuar como sensor de estrés 

hipóxico y como un órgano paracrino involucrado en transmitir diferentes tipos de 

señales al cardiomiocito, secretando moléculas vasodilatadoras como lo son el 

óxido nítrico (NO), monóxido de carbono (CO), prostaciclina (PGI2), bradiquinina y 

adenosina [9]. Además, el endotelio también produce moléculas que generan 

vasoconstricción, como la endotelina, angiotensina II, tromboxano A2 y ROS [13].  
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Leucker et al. descubrieron que el co-cultivo de células endoteliales con 

cardiomiocitos de rata neonata disminuyen la muerte celular producida por el daño 

por I/R in vitro [14]. Este mismo grupo demostró que el endotelio es fundamental 

para la protección de los cardiomiocitos frente a la I/R al utilizar el isoflurano [15]. 

De igual forma, en un estudio de nuestro laboratorio se observó que la 

cardioprotección mediada por el agonista α2 adrenérgico dexmedetomidina ocurre 

mediante un mecanismo dependiente de la activación de la enzima óxido nítrico 

sintasa endotelial (eNOS) y producción de NO. Adicionalmente, este estudio mostró 

que esta protección no se genera en ausencia de endotelio [16], lo que sugiere que 

el endotelio es un tipo celular clave requerido para generar cardioprotección. 

 

 

1.4. Factores de confusión en cardioprotección 

 

Desafortunadamente, la mayoría de las estrategias cardioprotectoras que han sido 

efectivas en modelos animales, al momento de trasladarlas al ámbito clínico, no se 

han traducido en terapias efectivas en pacientes [17]. En este contexto, a pesar de 

los buenos resultados en los ensayos clínicos pequeños [18], ensayos clínicos con 

un mayor número de pacientes como el ensayo ERICCA, el cual evaluó a 1.612 

pacientes a los que se les sometió a CI antes de cirugía cardiaca,  demostró que no 

existía ninguna mejora frente al infarto del miocardio en comparación a aquellos que 

no fueron pre-condicionados [19]. Mas recientemente, se realizó el ensayo clínico 

CONDI-2/ERIC-PPCI, en el cual se evaluaron a 5.115 pacientes con infarto del 

miocardio con onda ST elevada. Estos pacientes, que se sometieron a CI antes de 

someterse a cirugía cardiaca, no mostraron mejora en los resultados clínicos. El 

estudio indica que el número de pacientes controles o sometidos a CI que sufrían 

muerte cardiaca o insuficiencia cardiaca era muy similar, no existiendo diferencias 

significativas [20]. Hasta la fecha, solamente un centro reportó una mejoría en los 

resultados en pacientes, aunque no mostró evidencia de reducción del tamaño del 

infarto [21]. 
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Estos resultados llevan a la conclusión que existe una desconexión entre el 

laboratorio y la clínica, la cual es posible de explicar debido a que los modelos 

preclínicos utilizados son generalmente reduccionistas y no toman en cuenta 

comorbilidades, las cuales están presentes en pacientes que normalmente tienen 

problemas cardiacos, tales como hipertensión, obesidad, diabetes, dislipidemias, 

etc. Adicional a las comorbilidades, el envejecimiento y las co-medicaciones podrían 

enmascarar o reducir el efecto protector de distintas estrategias que ayudan a 

mejorar el daño por I/R, ya que estas también están presentes en pacientes con 

problemas cardiacos y que son los que normalmente son utilizados para los ensayos 

clínicos [22]. Por un lado, se reporta que la cardioprotección mediada por el CI, no 

ejercería efecto ante el envejecimiento [19]. Por otra parte, el condicionamiento 

farmacológico es capaz de ofrecer protección frente al daño por 

isquemia/reperfusión [16], de esta manera el efecto beneficioso del pre-

condicionamiento remoto puede verse enmascarado por la protección 

farmacológica. Además, enfermedades como diabetes u obesidad pueden anular el 

efecto beneficioso de estrategias cardioprotectoras [51,52].  

 

 

1.5. Vesículas extracelulares endoteliales pequeñas: nuevos agentes 

protectores contra el infarto del miocardio 

 

Las vesículas extracelulares (EV) son partículas con bicapa lipídica, las cuales son 

secretadas por una gran variedad de tipos celulares. Estas vesículas juegan un rol 

fundamental en la comunicación célula-célula, participando tanto en procesos 

fisiológicos como patológicos [49,50]. Las vesículas extracelulares se pueden 

clasificar principalmente en 3 grupos: vesículas extracelulares pequeñas (SEVs) 

como los exosomas, microvesículas y cuerpos apoptóticos, cada uno con un origen 

de biosíntesis distinto, así como diferencias en su composición y contenido [27].  
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Las SEVs como los exosomas, corresponden a nano-vesículas extracelulares de 

entre 30 – 150 nm de diámetro con forma cóncava, estas contienen un cargo muy 

variado, hasta la fecha se ha identificado aproximadamente 4400 proteínas, dentro 

de las cuales destacan moléculas como tetraspaninas (CD9, CD63, CD81), 

proteínas heat shock (HSP70, HSP90) y proteínas de biogénesis de exosomas 

(ALIX, TSG101), los cuales son comúnmente usadas como proteínas marcadoras 

de exosomas, además de presentar una variada cantidad de lípidos, mRNAs y 

miRNAs [28]   

Si bien las SEVs presentan un cargo definido dependiendo del tipo celular del cual 

son secretados, su composición puede ser alterada por estímulos externos y de esta 

manera, se puede modificar su función al momento de entrar en contacto con otra 

célula, esto incluye células del sistema cardiaco como células endoteliales y 

cardiomiocitos [29].  

Desde una perspectiva de cardioprotección, las SEVs han sido investigados 

extensamente en los últimos años con el objetivo de estudiar si su administración 

reduce el tamaño del infarto [50], [67–70]. Se ha observado que el co-cultivo de 

SEVs aislados de endotelio con cardiomiocitos de rata adulta, reducen el porcentaje 

de muerte celular, al realizar un procedimiento de I/R in vitro. Además, en esta 

misma investigación se demostró que al inhibir la proteína ERK1/2 con dos 

inhibidores farmacológicos distintos, esta protección se pierde [34]. Una 

investigación pionera en la cardioprotección mostró que SEVs derivados de plasma 

pueden reducir la muerte celular inducida por reperfusión en cardiomiocitos de rata 

adulta y en la línea de músculos cardiaco HL-1, lo cual fue confirmado al observar 

que estas también redujeron el tamaño del infarto en corazones de rata sujetos a 

daño por I/R in vivo y ex vivo. Este estudio demostró además que esta protección 

frente al daño por I/R, es mediada por HSP70, la cual se une a un receptor tipo toll 

4 (TLR4), activando la vía de señalización ERK1/2 – HSP27 [35]. Esta protección 

contra el daño por I/R por SEVs aisladas de plasma fue recientemente replicada en 

un estudio independiente, mostrando además que ocurre por un mecanismo 

dependiente de miR-24 [36]. Otro estudio mostró que SEVs aislados de células 
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madre de tejido adiposo que sobreexpresan miR-2126, protegen contra el daño por 

I/R [37]. Asimismo, SEVs aislados de células madres mesenquimales y derivados 

de células derivadas de cardioesferas también protegen contra el infarto del 

miocardio [38][39]. Por lo tanto, SEVs de diversos tipos celulares confieren 

protección contra el daño por I/R, sin embargo, los mecanismos específicos por los 

cuales ocurre esta protección aún no son del todo claros. En este sentido, aún no 

es bien sabido por qué SEVs aislados de ratas no estimuladas o de células 

endoteliales protegen contra el daño por reperfusión y cuál es la relevancia de esta 

protección en el contexto de la fisiología cardiovascular. Sin embargo, dada la 

capacidad de alterar la producción y contenido de SEVs de una célula en respuesta 

a un estímulo [40], se piensa que el efecto protector de los SEVs también podría ser 

alterado en un contexto fisiopatológico [41]. Siguiendo esta lógica, se ha reportado 

que las SEVs aisladas de plasma de ratas diabéticas no son capaces de reducir la 

muerte celular en cardiomiocitos de rata adulta, luego de daño por I/R in vitro, siendo 

estas SEVs incapaces de activar la vía de señalización Hsp70/TLR4/Erk1/2 - Hsp27 

[41]. Además, se reportó que las SEVs aisladas de endotelio reducen la muerte 

celular, pero sorprendentemente no presentaban Hsp70 [41], lo cual sugiere que la 

reducción en la muerte celular frente al daño por I/R es mediada por un mecanismo 

alternativo desconocido. En este sentido, cuando estas células endoteliales fueron 

incubadas con elevadas concentraciones de glucosa, producían SEVs que no 

redujeron la muerte celular frente al daño por I/R [41]. También se ha descrito que 

las SEVs de pacientes obesos juegan un rol importante en sus complicaciones 

metabólicas, como la estimulación de un estado proinflamatorio, aumentando la 

cantidad de citoquinas proinflamatorias, regulado por diferentes proteínas y miRNAs 

[42]. Esta evidencia sugiere que comorbilidades, como la diabetes u obesidad 

podrían alterar el efecto protector de las SEVs en enfermedades cardiovasculares, 

como el infarto del miocardio. 
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1.6.  Inflamación, señalización de TNF-α y disfunción endotelial: potencial 

desconexión entre el laboratorio y la clínica 

 

La inflamación, definida como la respuesta a un estímulo patogénico o a señales 

endógenas como daño celular, lleva al reclutamiento leucocitario. Cada tejido tiene 

su propia respuesta a estímulos inflamatorios como resultado de un proceso 

molecular, inmunológico y patológico tanto general, como local [43]. En este 

contexto, las células endoteliales responden a la inflamación a través de un proceso 

llamado activación endotelial. Esta se presenta en un contexto tanto fisiológico 

(actividad física, embarazo), como en múltiples patologías del sistema 

cardiovascular (hipertensión arterial, enfermedades de la arteria coronaria, 

aterosclerosis, infarto e isquemia/reperfusión) [44]. En el contexto de la 

cardioprotección, un estado proinflamatorio endotelial puede ser la causa de las 

dificultades que tienen las estrategias terapéuticas que tienen como blanco el 

endotelio, ya que todas las terapias, sean farmacológicas o no farmacológicas, en 

el algún punto, sus señales deben atravesar el endotelio para poder llegar al 

corazón. Por lo tanto, si el endotelio presenta alteraciones debido a estas patologías 

es posible que, las estrategias cardioprotectoras dejen de funcionar, debido a que 

deben atravesar el endotelio para generar su efecto.  

La activación endotelial se caracteriza por ciertos cambios en la célula endotelial; 

perdida de la integridad vascular, expresión de moléculas de adhesión leucocitaria, 

cambio fenotípico de antitrombótico a protrombótico y producción de citoquinas [45]. 

Las células endoteliales no activadas normalmente no interactúan con leucocitos. 

Sin embargo, bajo un contexto inflamatorio en el que el endotelio se vea expuesto 

a citoquinas proinflamatorias como TNF-α, se induce la expresión de nuevas 

moléculas en su superficie como las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1, 

además de moléculas como interleuquina 6 (IL-6) [46]. En dicho contexto, los 

leucocitos circulantes se unen a estas moléculas por medio de sus integrinas como 

LFA-1 y VLA-1, lo que permite posteriormente la extravasación al interior de los 

tejidos [47]. TNF-α es una citoquina proinflamatoria producida en varios tipos 
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celulares, incluidos macrófagos, monocitos, linfocitos y fibroblastos en respuesta a 

inflamación, infección y daño, siendo su principal blanco de acción las células 

endoteliales [48]. La respuestas del endotelio a TNF-α ocurre principalmente a 

través de su receptor TNFR-1 es capaz de activar mecanismos de muerte como lo 

es la activación caspasa-8 que culmina con la apoptosis celular [49]. 

Adicionalmente, la señalización de TNFR-1 conlleva a la activación del regulador 

maestro de la inflamación NF-κB. Este factor transcripcional regula la expresión de 

las moléculas de adhesión celular ICAM-1 y VCAM-1 [50]. 

Si bien normalmente el endotelio no pasa por periodos inflamatorios muy 

prolongados, en ciertas patologías se genera un estado inflamatorio crónico con una 

exposición constante a citoquinas proinflamatorias (como TNF-α). Estas citoquinas 

actúan directamente en el endotelio, lo que genera una disminución en la expresión 

de eNOS [51]. Al existir menor cantidad de eNOS, se reduce la biodisponibilidad de 

NO, produciendo un desbalance en la cantidad de ROS generadas, lo que a su vez 

genera oxidación de proteínas, activación de proteasas y una disminución en la 

capacidad vasodilatadora del endotelio. En conjunto, esto promueve el 

establecimiento de disfunción endotelial [69,70]. La disfunción endotelial está 

presente en muchas enfermedades cardiovasculares como obesidad, 

aterosclerosis, isquemia-reperfusión, diabetes mellitus e hipertensión arterial [45].  
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1. PLANTEAMIENTO DE LA HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Las comorbilidades asociadas a enfermedades cardiovasculares generalmente 

están asociadas a un proceso de inflamación crónico, lo que afecta directamente al 

endotelio, que pasa de un estado fisiológico a un estado patológico, perdiendo parte 

de su funcionalidad. Esto puede ser una explicación de por qué las estrategias 

cardioprotectoras dejan de funcionar en contextos comorbilidades asociadas a las 

enfermedades cardiovasculares como obesidad y diabetes, ya que muchas de las 

estrategias cardioprotectoras necesariamente deben atravesar el endotelio para 

llegar al miocardio. De esta misma forma, las SEVs como los exosomas que 

presentan características cardioprotectoras como lo son los SEVs secretadas por 

células endoteliales, podrían perder este efecto cardioprotector al venir de un 

endotelio en estado patológico, como lo es el contexto de inflamación crónica como 

se representa en el modelo propuesto de la Figura 1, lo cual sugeriría que la 

inflamación puede ser un blanco terapéutico importante para considerar, con el fin 

de restablecer el efecto protector de SEVs y potencialmente, otras estrategias 

cardioprotectoras. 

 

 

Por lo tanto, la hipótesis es: 

 

“Vesículas extracelulares pequeñas secretadas por células endoteliales 

humanas tratadas con TNF-α, pierden su efecto protector frente a 

isquemia/reperfusión cardiaca”. 
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Objetivo General 

 

Determinar si las vesículas extracelulares pequeñas de células endoteliales 

humanas tratadas con TNF-α, pierden su efecto protector en cultivos primarios de 

cardiomiocitos de rata expuestos a isquemia/reperfusión simulada y en un modelo 

ex vivo de corazón de ratón adulto sometido a isquemia/reperfusión global. 

 

 

Objetivos específicos: 

 

Objetivo 1: Evaluar el efecto de la activación endotelial mediada por TNF-α en la 

concentración y tamaño de las vesículas extracelulares pequeñas secretadas por 

células endoteliales. 

 

 

Objetivo 2: Determinar in vitro y ex vivo si las vesículas extracelulares pequeñas 

secretadas por células endoteliales tratadas con TNF-α pierden su efecto protector 

frente al daño por isquemia/reperfusión. 
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Figura 1: Modelo de tesis propuesto: Pérdida de la capacidad cardioprotectora de SEVs endoteliales en 

un contexto inflamatorio. Las comorbilidades asociadas al infarto como lo son la obesidad, diabetes y 

síndrome metabólico comparten el estado patológico de inflamación crónica, lo que conlleva a la síntesis de 

citoquinas proinflamatorias como lo son el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). En un contexto fisiológico, el 

endotelio es capaz de secretar vesículas extracelulares pequeñas (SEVs) con efectos cardioprotectores 

(cSEVs). Sin embargo, en un contexto de inflamación crónica, se genera disfunción endotelial, aumento en la 

síntesis de moléculas de adhesión VCAM-1 e ICAM-1, además de la disminución de eNOS, lo que lleva a una 

menor producción de óxido nítrico (NO), lo que reduce la capacidad vasodilatadora del endotelio. Esta disfunción 

endotelial podría afectar la producción de SEVs, que podrían presentar un elevado poder inflamatorio de manera 

que podrían potencialmente perder la capacidad cardioprotectora frente al daño por isquemia/reperfusión 

(aSEVs). 
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3. METODOLOGÍA 

 

3.1. Animales.  

 

Se utilizaron ratones macho C57BL/6, de 8-12 semanas. Los ratones se obtuvieron 

del bioterio de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile y todos los 

protocolos experimentales se realizaron de acuerdo con la Guía de Cuidado y Uso 

de Animales de Laboratorio (8va edición, 2011) y aprobados por el Comité 

Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile 

(CBE-2018-16). 

 

3.2. Cultivo de células endoteliales.  

 

Se utilizaron células primarias de cordón umbilical humano (HUVEC), mantenidas 

en Endothelial BASAL Medium-2 (Lonza), suplementado con EGM-2 SingleQuot kit 

(Lonza). Adicionalmente se utilizó medio con suero libre de vesículas extracelulares 

(vesicle-free), para el posterior aislamiento de vesículas.  Los pasajes se realizaron 

con Accutase (Sigma) y se trabajó con células entre el pasaje 3, hasta el 12. Las 

células se incubaron a 37º C con 95% O2 y 5% CO2 constante hasta el día siguiente. 

Al alcanzar una confluencia de aproximadamente del 80-90%, se sembraron en 

frascos T75 o en placas de 60 y 100 mm, según los experimentos realizados.  

 

 

3.3. Aislamiento de vesículas extracelulares pequeñas (SEVs).  

 

Para el aislamiento de SEVs, se utilizaron HUVEC con 80-90% de confluencia y se 

administraron 10 ng/mL de TNF-α durante 24 h. Al término de este periodo, se 

extrajo el medio condicionado y se reemplazó el medio por otro que contiene suero 

libre de vesículas extracelulares (vesicle-free) y se estimuló nuevamente con 10 

ng/mL de TNF-α, dejando estas células incubando por otras 24 h. Se realizó el 
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mismo procedimiento de cambio de medio para las vesículas sin tratamiento. Luego, 

se obtuvo el sobrenadante y se centrifugó a 300 g y 4º C por 10 min para excluir 

células vivas, luego a 2000 g y 4º C por 10 min para deshacerse de células muertas 

y posteriormente, a 10,000 g por 30 min y 4º C para excluir microvesículas. Luego, 

se procedió a concentrar el medio extraído con filtros Amicon de 10 kDa. 

Finalmente, se purificaron las SEVs utilizando columnas de exclusión por tamaño 

(Izon). Brevemente, se comenzó a correr el buffer por la columna que en este caso 

es PBS (vehículo), para equilibrarla. Una vez equilibrada la columna la muestra se 

comenzó a correr por esta e inmediatamente se recolectaron las fracciones. A partir 

de los 3 mL de elución, comienzan a aparecer las SEVs. La fracción rica en SEVs 

se guardó a -80º C hasta su uso. 

 

3.4. Extracción de proteínas y análisis de Western blot.  

 

Las placas con las muestras se trataron con 60 μL de buffer de lisis RIPA. El 

homogenizado fue centrifugado a 12000 rpm a 4º C por 12 min y se extrajo el 

sobrenadante, descartando el pellet. La cuantificación de las proteínas se realizó 

por medio del método de Bradford y fueron separadas por SDS-PAGE con un gel al 

8% y luego transferidas a una membrana de PVDF. Esta membrana fue bloqueada 

con una solución de leche al 5% con TBS 1x por 1 h. Luego, las membranas fueron 

incubadas con el anticuerpo primario específico a 4º C durante la noche. Se usaron 

los siguientes anticuerpos primarios: ICAM-1, VCAM-1, eNOS, se utilizará β-

Tubulina como control de carga (Tabla 1).  Al día siguiente, se recuperó el 

anticuerpo primario y la membrana se lavó 3 veces durante 5 min con TBS 1x, para 

luego agregar el anticuerpo secundario apropiado, incubando la membrana por 1 h 

a temperatura ambiente. Luego de la incubación, la detección de la unión antígeno-

anticuerpo fue realizada por medio de una reacción quimioluminicente, y los blots 

fueron cuantificados por densitometría utilizando el programa UN-SCAN-IT.  
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Anticuerpos Marca y código Origen MW (kDa) Dilución 

VCAM-1 Santa Cruz - sc-13160 Mouse 100 1:1000 

ICAM-1 Santa Cruz - sc-8439 Mouse 90 1:1000 

eNOS BD - 610297 Mouse 120 1:1000 

β-Tubulina Sigma - T-0198 Mouse 55 1:5000 

Anti-mouse Calbiochem - 402335 Rabbit  1:5000 

 

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para Western blot. Anticuerpos con origen, peso molecular (MW) 

y dilución utilizada. VCAM-1 (molécula de adhesión celular vascular 1), ICAM-1 (Molécula de 

adhesión intracelular 1) eNOS (óxido nítrico sintasa endotelial). 

 

 

3.5. Análisis de IL-6 por ELISA.  

 

Células HUVEC fueron tratadas por 24 h con 10 ng/mL de TNF-α, posteriormente 

se obtuvo el medio y se procedió a realizar el análisis colorímetro por medio de kit 

de ELISA (RyD systems), según las instrucciones del fabricante. 

 

3.6. Análisis de nanopartículas. 

 

Para cuantificar y medir las SEVs, se realizó un análisis de nanopartículas usando 

una luz laser de 405 nm a un ángulo fijo a la suspensión de vesículas previamente 

extraída. Luego, la luz dispersa fue capturada utilizando un microscopio y una 

cámara de alta sensibilidad. La preparación de SEVs fue diluida en PBS y 

examinada utilizando Nanosight NS300 (Nanosigh Ltd), como se ha descrito 

previamente [35], a flujo constante. 
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3.7. Marcadores de vesículas extracelulares pequeñas.  

Para evaluar la presencia del marcador de superficie de CD81, se utilizó un kit 

de ELISA Human CD81 antigen de Cusabio (CSB-EL004960HU) para detectar 

la presencia de este marcador en la fracción rica en SEVs previamente aislada, 

según las instrucciones del fabricante. 

 

3.8. Microscopia electrónica  

 

La visualización de los SEVs se realizó por microscopia electrónica en un 

microscopio de transmisión electrónica Talos F200C G2, luego de un protocolo de 

marcación con solución Uranyless. Brevemente, se coloca una gota de la muestra 

(aproximadamente 10 µL) en una superficie hidrofóbica como Parafilm, luego con 

unas pinzas se coloca una rejilla recubierta con carbono formar en la gota por 1 

minuto, secando con papel filtro. Luego se coloca la rejilla con la muestra en la 

solución Uranlyless, se deja secar por 5 minutos y se observa la muestra en el 

microscopio.  

 

3.9. Cultivo de cardiomiocitos e isquemia/reperfusión simulada.  

 

Se aislaron cardiomiocitos de rata neonata Sprague Dawley de 1-3 días de edad. 

Las células fueron previamente tratadas para descartar todas las células que no son 

cardiomiocitos y la fracción rica en cardiomiocitos fue plaqueada en placas de 24 

pocillos que con gelatina 2% previamente agregada. Las células se incubaron en 

medio DMEM/M199 (4:1) con 10% (p/v) de SFB y 100 mM de bromodeoxirudina, 24 

h antes de los experimentos. Para realizar la I/R, se utilizó un protocolo previamente 

descrito [54]. Brevemente, los cardiomiocitos de rata neonata se incubaron en una 

solución que simula el ambiente isquémico, la cual corresponde a una mezcla de 

NaCl (139 mM), KCl (12 mM), MgCl2 (0,5 mM), CaCl2 (1,3 mM), HEPES (5 mM), 2-
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desoxi-D-glucosa (10 mM), y ácido láctico (20 mM), pH 6.2. Luego de reemplazar el 

medio por el buffer de isquemia, las células fueron incubadas en una cámara 

hipóxica bajo 95% nitrógeno, 1%<O2 y 5% de CO2 a 37 °C por 6 h. Se inició la 

reperfusión cambiando la solución isquémica a DMEM/M199 (4:1 suplementado con 

10% (p/v) de SFB. Luego, las células se incubaron por 16-18 h en 95% O2 y 5% 

CO2. Se realizaron controles con un procedimiento similar, pero con una solución 

distinta: HEPES (5 mM), D-glucosa (23 mM), NaCl (139 mM), KCl (4,7 mM), MgCl2 

(0,5 mM), CaCl2 (1,3 mM), pH 7,4 en 95% O2, 5% CO2, para luego ser reperfundidas 

con medio de mantención (MM) 10% SFB. Para medir la muerte celular por necrosis, 

se determinó la liberación de LDH utilizando un kit colorimétrico (PROMEGA-

G1781), de acuerdo con las especificaciones del fabricante. 

 

3.10. Modelo ex vivo de isquemia/reperfusión global.  

 

Ratones macho C57BL/6, de 8-12 semanas, fueron anestesiados con pentobarbital 

60 mg/kg + heparina 100 UI por vía intraperitoneal. Una vez comprobado el plano 

anestésico por pérdida del reflejo pedal, se realizó una toracotomía. Los corazones 

fueron rápidamente extraídos para canular la arteria aorta ascendente y montados 

en un sistema de Langendorff a 37º C y perfundidos con una solución tampón Krebs 

que contiene: NaCl (118,3 mM), KCl (4,7 mM), CaCl2 (1,84 mM), NaHCO3 (25 mM), 

KH2PO4 (1,21 mM), MgSO4 (1,22 mM) y glucosa (11 mM) a pH 7,4 a 37° C, al 

equilibrarse con una mezcla de 95% O2 y 5% CO2. Luego, se sometió a un periodo 

de estabilización de 20 minutos en donde se debe mantener una presión de 

perfusión entre 60-90 mmHg. Pasado el tiempo de estabilización, se administraron 

las SEVs durante 10 min a una concentración de 108 partículas/mL, seguidos de 35 

min de isquemia en la que se corta la perfusión del tampón Krebs y 2 h de 

reperfusión, según la técnica ya descrita [55]. Se evaluaron las siguientes 

condiciones experimentales: 1) I/R 2) I/R + cSEVs 3) I/R + aSEVs. La presión de 

perfusión se registró continuamente durante todo el período experimental. Los datos 
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recogidos se guardaron y analizaron en un utilizando el software PowerLab (ML866 

ADInstruments, Australia).  

 

 

3.11. Medición de tamaño de infarto.  

 

Al final de la reperfusión, los corazones fueron perfundidos con una solución de 

cloruro de trifeniltetrazolio al 1% (Sigma) en PBS pH 7.4 a 37º C durante 10 min. 

Luego, los corazones fueron congelados a -20º C para posteriormente ser cortados 

en 5 rebanadas, las cuales se dejaron en una solución de paraformaldehido al 10% 

hasta el día siguiente. Finalmente, las rebanadas se montan sobre un cubreobjeto 

de forma ordenada de acuerdo con la forma del corazón, son escaneados y 

finalmente se mide el tamaño del infarto mediante planimetría utilizando el programa 

Image J. 

 

3.12.  Análisis estadístico.  

 

Para comparación de dos grupos de datos, se utilizó la prueba Mann-Whitney. En 

el caso del experimento ex vivo en corazón de rata adulta se utilizó un ANOVA test 

de una vía, seguido de una comparación múltiple de Tukey. Los datos fueron 

presentados con promedio ± SD. Se consideraron diferencias significativas para p 

< 0.05. P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***). 
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4. RESULTADOS 

4.1.  Resultados del Objetivo N°1  

 

“Evaluar el efecto de la activación endotelial mediada por TNF-α en la 

concentración y tamaño de las vesículas extracelulares pequeñas secretadas 

por células endoteliales.” 

Primero se debe observar si existe algún cambio en cuanto a la concentración, 

tamaño o morfología de las vesículas extracelulares pequeñas (SEVs por sus siglas 

en inglés) tratados con TNF-α al compararlos con las vesículas extracelulares 

pequeñas controles de endotelio no activado (cSEVs). Para esto, se debe asegurar 

que el endotelio se encuentre activado, mediante la cuantificación de proteínas de 

adhesión celular como ICAM-1 y VCAM-1 además de la proteína eNOS. Luego se 

deben aislar y caracterizar fracciones ricas en SEVs, tanto de endotelio no tratado 

(cSEVs) como de endotelio tratado con TNF-α (aSEVs) para luego evaluar si existen 

diferencias entre estos. 

 

4.1.1. Validación de modelo HUVEC de activación endotelial. 

 

En primer lugar, se evaluó si TNF-α produce activación endotelial [45]. Para este fin, 

se utilizaron células HUVEC, las cuales fueron tratadas con 10 ng/mL de TNF-α y 

se evaluó la síntesis de moléculas de adhesión celular VCAM-1 e ICAM-1 a las 24 

y 48 h por medio de análisis de Western blot. La Figura 2 muestra el patrón de 

expresión de ICAM-1 y VCAM-1. Como control de carga se utilizó β-Tubulina y como 

control se utilizó el vehículo de TNF-α, que corresponde a PBS + Albumina de suero 

bovino (BSA) al 5%. Se puede observar que, a las 24 y 48 h, existe un aumento en 

la expresión de las moléculas de adhesión VCAM-1 e ICAM-1 de manera 

estadísticamente significante con respecto a sus controles, así como al control a las 

0 h. Esto mismo se puede corroborar al comparar la expresión de ambas moléculas 
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con sus Western-blots representativos, en donde podemos observar el mismo 

patrón de cambio tanto para VCAM-1 (Figura 2A) como ICAM-1 (Figura 2B) en 

donde se ve un aumento claro de estas proteínas a las 24 y 48 h tanto con respecto 

a sus respectivos controles de tiempo y al control 0 h. 

 

 

 

 

Figura 2: Efecto de TNF-α en los niveles proteicos de las moléculas de adhesión VCAM-1 e ICAM-1. 

Células HUVEC fueron tratadas con 10 ng/mL de TNF-α para evaluación de expresión de las moléculas de 

adhesión VCAM-1 e ICAM-1 durante 24 y 48 h por medio de Western blot. Se representa por veces de cambio 

de VCAM-1 o ICAM-1 sobre el control de carga β-Tubulina. Como control se utilizaron células HUVEC tratadas 

con vehículo (PBS+BSA 5%).  A. Análisis densitométrico de VCAM-1 a las 0, 24 y 48 h en veces de cambio 

sobre control de carga. B. Análisis densitométrico de ICAM-1 a las 0, 24 y 48 h en veces de cambio sobre control 

de carga. Análisis estadístico: para la significancia se utilizó test de Mann-Whitney para datos no paramétricos; 

P < 0,01 (**), vs control 24 o 48 h, P < 0,01 (##) vs control 0 horas. Promedio +/- SD, N=5. 
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4.1.2. Expresión de Interleuquina 6. 

 

IL-6 es una citoquina  presente en mecanismos de inflamación aguda, así como de 

inflamación crónica [56], su activación mediante TNF-α por células endoteliales está 

relacionada con activación endotelial [57]. Es por esta razón que se midió su 

presencia en el medio usando un ensayo de colorimetría por ELISA. Para esto, se 

utilizó el sobrenadante de células HUVEC que fueron tratadas con 10 ng/mL de 

TNF-α o con su vehículo (PBS+BSA 5%) como control durante 24 h. En la Figura 3 

se observa una diferencia significativa entre el control y el estímulo con TNF-α, 

mostrando la presencia de esta citoquina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Efecto de TNF-α en la secreción de interleuquina 6 (IL-6) en células HUVEC. Células HUVEC se 

estimularon con 10 ng/mL de TNF-α o con vehículo (PBS+BSA %5) como control por 24 h, luego se recolecta 

el sobrenadante para ser evaluado. A. Niveles de IL-6 en sobrenadante de células HUVEC estimuladas con 

TNF-α o control por 24 h. Análisis estadístico: para significancia se utilizó test Mann-Whitney para datos no 

paramétricos; P < 0,01 (**) vs control, Promedio +/- SD, N=5. 

 

  



 38 

4.1.3.  Disminución de eNOS en presencia de TNF-α. 

 

La eNOS es un factor muy importante en la función de células endoteliales, 

regulando la vasodilatación del endotelio vascular. Estímulos como TNF-α 

disminuyen su expresión, lo que genera una menor capacidad vasodilatadora, 

lo que a su vez induce disfunción endotelial [51], [53]. Por esta razón, se evaluó 

su variación en el tiempo en células HUVEC. Para esto, HUVEC fueron 

estimuladas con 10 ng/mL de TNF-α durante 24 y 48 h y se evaluó su contenido 

proteico mediante Western blot. Se puede observar en la Figura 4 que, a las 24 

y 48 h, existe una disminución de esta proteína de manera estadísticamente 

significativa al comparar con sus respectivos controles de tiempo, así como con 

el control a las 0 h. Esto puede ser corroborado con el Western-Blot 

representativo en donde se observa el mismo patrón de expresión que el 

análisis densitométrico en donde se disminuye la expresión de eNOS a las 24 y 

48 h. 
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Figura 4: Efecto de TNF-α en los niveles proteicos de óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS). Células 

HUVEC fueron tratadas con 10 ng/mL de TNF-α para evaluación de la expresión de eNOS durante 24 y 48 h 

por medio de Western blot. Se representa por veces de cambio de eNOS sobre el control de carga β-tubulina. 

Como control se utilizaron células HUVEC tratadas con vehículo (PBS+BSA 5%).  A. Análisis densitométrico de 

eNOS a las 0, 24 y 48 h en veces de cambio sobre control de carga. Análisis estadístico: para la significancia 

se utilizó test Mann-Whitney para datos no paramétricos; P < 0,05 (*) vs control 24 y 48 h, P < 0,05 (#) vs control 

0 horas. Promedio +/- SD, N=4. 
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4.1.4.  Obtención de fracción rica en vesículas extracelulares pequeñas.  

 

Una vez establecido el modelo de activación endotelial, se procedió a obtener las 

SEVs tanto de endotelio activado por TNF-α (aSEVs) como de endotelio control 

(cSEVs) extraídas a las 24 o 48 h desde la activación endotelial. Se empleó el 

protocolo de aislamiento descrito en la Figura 5A, en el que las SEVs son obtenidos 

a partir del medio de células HUVEC estimuladas con TNF-α o con su vehículo 

(PBS+BSA 5%). En primer lugar, el medio celular obtenido es sometido a 

centrifugaciones a diferentes velocidades para eliminar células vivas (300 g), células 

muertas (2000 g) y microvesículas (10000 g) y finalmente, para concentrar la 

muestra (5000 g). Luego, las SEVs son obtenidas a partir de cromatografía de 

exclusión por tamaño, en donde se separan las distintas moléculas y vesículas que 

pueden eluir en diferentes fracciones. En la Figura 5B, se observan las 

metodologías empleadas de caracterización de la fracción rica en SEVs, como 

Nanoparticle Tracking analysis (NTA) para evaluar tamaño y concentración de 

vesículas, la microscopia electrónica para evaluar presencia e integridad en la 

membrana de las vesículas, y el ensayo de ELISA para evaluar marcador de 

superficie de SEVs, CD81 [27].   
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Figura 5: Diagrama de obtención y caracterización de vesículas extracelulares pequeñas. A. Diagrama 

general de obtención de vesículas extracelulares pequeñas (SEVs) a partir de células HUVEC estimuladas con 

10 ng/mL de TNF-α (aSEVs) o vehículo (cSEVs) extraídas a las 24 o 48 h posterior a la activación endotelial. 

B. Técnicas utilizadas en la caracterización de SEVs; nanoparticle tracking analysis (NTA), microscopia 

electrónica y la detección de marcadores por medio de ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). 
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4.1.5. Concentración y tamaño de fracción rica en SEVs de 24 h por 

nanoparticle tracking analysis (NTA). 

 

Inicialmente, como se ve en el protocolo de la Figura 5A, se estimularon células 

HUVEC durante 24 h con TNF-α o su vehículo. Se extrajo este medio condicionado 

y se realizó el protocolo de aislamiento. Una vez obtenida la fracción de SEVs, se 

realizó su posterior caracterización, a través de NTA, una técnica que combina un 

microscopio junto con un láser y una cámara que permite la visualización y el 

seguimiento de nanopartículas individuales entre 30 y 1000 nm en una solución [58]. 

Esta técnica permite evaluar el tamaño y la concentración de nanopartículas como 

lo son las SEVs. Es importante mencionar que al momento de extraer las SEVs 

secretadas por células HUVEC estimuladas con TNF-α, estas no son provenientes 

en su totalidad de endotelio activado, sino más bien una mezcla entre endotelio que 

aún no se activa por completo y endotelio que se está activando hasta completar 24 

h de estímulo. Por este motivo, a estas vesículas obtenidas se les denominó mezcla 

de SEVs (mSEVs) y a las vesículas que fueron estimuladas con vehículo por 24 h 

se les llamo SEVs control (cSEVs). La Figura 6A se presenta un gráfico de 

distribución de tamaño y concentración de cSEVs y mSEVs a las 24 h de extracción, 

observándose que el pico de la distribución modal de las partículas se encuentra en 

el rango de tamaño entre 100 y 200 nanómetros (nm). En la Figura 6B, se observa 

el tamaño modal de cSEVs como de mSEVs a las 24 h de extracción, sin observarse 

diferencias significativas entre ambos grupos. La Figura 6C muestra la 

concentración promedio de cSEVs como de mSEVs a las 24 h de extracción, sin 

observarse diferencias significativas entre ambas condiciones.  
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Figura 6: Distribución, Tamaño modal y concentración de vesículas extracelulares pequeñas a las 24 h 

de la activación endotelial.  Distribución, tamaño modal y concentración de vesículas extracelulares pequeñas 

(SEVs) secretados por células HUVEC tras 24 h de tratamiento con 10 ng/mL de TNF-α (mSEVs) o control, 

vehículo (cSEVs), obtenidos a través de nanoparticle tracking anlysis NTA. A. Distribución de tamaño (nm) y 

concentración (partículas/mL) de cSEVs y mSEVs. B. Tamaño modal en nanómetros (nm) de cSEVs y mSEVs 

a las 24 h desde la activación endotelial. C. Concentración de partículas/mL de cSEVs y mSEVs a las 24 h de 

la activación endotelial. Análisis estadístico: para la significancia se utilizó una prueba de Mann-Whitney para 

datos no paramétricos; Promedio +/- SD, N=5. 
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4.1.6.  Verificación de estado de activación endotelial luego de cambio 

de medio en células HUVEC.  

 

Para asegurar que todas las SEVs son obtenidas a partir de endotelio activado por 

TNF-α y no una mezcla entre endotelio activado y endotelio que aún no se activa, 

como lo es en el caso de mSEVs, tras 24 h de estimulación con TNF-α se realizó 

un cambio medio por un medio libre de vesículas extracelulares (vesicle-free) y se 

incubaron las células en este medio por otras 24 h (TNF-α 48 h 24/-). Esto permite 

eliminar cualquier vesícula que no sea exclusivamente de endotelio activado, ya que 

como se mostró mediante Western blot en la Figura 2 y Figura 4, tanto el aumento 

de VCAM-1 como de ICAM-1 se mantiene a las 48 h, además de la disminución de 

eNOS. Adicionalmente, este experimento permite descartar la acción directa de 

TNF-α en los experimentos funcionales en tejido cardiaco, ya que esta citoquina no 

estaría presente en el medio. Sin embargo, existe la posibilidad de que al retirar el 

medio con TNF- α en él, este deje de ejercer su efecto sobre las células HUVEC, lo 

que eliminaría la activación endotelial. Es por esto que se incluyó una condición en 

la que, luego de cambiar el medio, se realizó una re-estimulación con 10 ng/mL de 

TNF-α en las células HUVEC (TNF-α 48 h 24/+) y se procedió a evaluar la expresión 

de VCAM-1 e ICAM-1. Como control, se incubaron células HUVEC por 48 h sin 

estimular (control 48 h) y un control a las 48 h con células HUVEC estimuladas con 

10ng/mL de TNF-α (TNF-α 48 h), en ambas condiciones experimentales. El análisis 

densitométrico tanto en la Figura 7A, como en la Figura 7B muestra un aumento 

de la expresión tanto de VCAM-1 como de ICAM-1 en los carriles TNF-α 48 h, en 

comparación con Control 48 h. Al realizar el cambio de medio a las 24 h sin re-

estimulación con TNF-α (TNF-α 48 h 24/-), se observa una disminución en la 

expresión tanto de VCAM-1 como de ICAM-1 con respecto a TNF-α 48 h. La 

comparación entre TNF-α 48 h 24/- y el Control 48 h muestra que en el caso de 

VCAM-1, esta disminución es similar entre ambas señales. Sin embargo, se puede 

observar que en el caso de ICAM-1 hay una reducción, mas no una pérdida total la 

expresión de esta proteína, comparada contra TNF-α 48 h. En ambos casos, al 
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realizar el cambio de medio a las 24 h, pero re-estimulando con TNF-α (TNF-α 48 h 

24/+), se observa una recuperación de la señal de ambas proteínas, en 

comparación con TNF-α 48 h 24/-, esta diferencia significativa es similar a lo que 

ocurre con TNF-α 48 h al compararlo con TNF-α 48 h 24/- y Control 48 h. Por lo 

tanto, los resultados revelan la necesidad de realizar la re-estimulación con TNF-α, 

de manera tal de garantizar el estado de activación endotelial al momento de aislar 

SEVs. 

 

 

 

Figura 7: Estado de activación endotelial en células HUVEC luego de cambio de medio tras 24 h de 

estimulación: Expresión de moléculas de adhesión VCAM-1 e ICAM-1 al realizar cambio de medio en células 

de endotelio control y activado. Como controles de estimulación, células HUVEC fueron estimuladas por 48 h 

con vehículo (PBS+BSA 5%, control 48 h) o con 10 ng/mL de TNF-α (TNF-α 48 h). Para evaluación de estado 

de activación endotelial, células estimuladas con 10 ng/mL de TNF-α por 24 h se les realizó cambio de medio 

sin y con re-estimulación de 10 ng/mL de TNF-α y se volvieron a cultivar por otras 24 h (TNF-α 48 h 24/-, 24/+). 

Como control de carga se utilizó β-Tubulina. A. Análisis densimétrico de VCAM-1 representado en veces de 

cambio sobre control de carga. B. Análisis densimétrico de ICAM-1 representado en veces de cambio sobre 

control de carga. Análisis estadístico; para la significancia se utilizó test Mann-Whitney para datos no 

paramétricos. P < 0,01 (**) vs control 48 h o TNF-α 48 h 24/-, P < 0,01 (##) control 48 h vs TNF-α 48 h 24/-, 

Promedio +/- SD, N=5. 
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4.1.7. Concentración y tamaño de fracción rica en SEVs por nanoparticle  

tracking analysis (NTA) tras cambio de medio y re-estimulación 

con TNF-α a las 24 h. 

 

Luego de establecer que el cambio de medio en efecto reduce la expresión de las 

moléculas de adhesión VCAM-1 e ICAM-1 y que, por lo tanto, es necesario estimular 

nuevamente con TNF-α para que se mantenga la activación endotelial, se procedió 

a realizar el protocolo de cambio de medio y re-estimulación con TNF-α descrito en 

la Figura 5A, seguido del aislamiento de SEVs. Para los siguientes experimentos 

se utilizó el protocolo de cambio de medio y re-estímulo para las vesículas a utilizar, 

es decir, vesículas de células HUVEC estimuladas con vehículo por 24 h luego del 

cambio de medio se llamarán cSEVs y las vesículas estimuladas por 24 h con TNF-

α desde el cambio de medio se llamarán aSEVs. En la Figura 8A se presenta la 

distribución de tamaño y concentración tanto de cSEVs como de aSEVs tras 24 h 

desde el cambio de medio y posterior re-estímulo con vehículo o TNF-α, 

respectivamente. Se observa un tamaño que varía entre los 100 y 200 nm. En la 

Figura 8B se observa el tamaño modal tanto de cSEVs como de aSEVs, en los que 

no se observan diferencias significativas entre ambos grupos. Finalmente, en la 

Figura 8C se representa la concentración promedio de cSEVs y aSEVs, en los que 

no se observan diferencias entre ambos grupos.  
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Figura 8: Distribución, tamaño modal y concentración de vesículas extracelulares pequeñas a las 24 h 

de la activación endotelial.  Distribución, tamaño modal y concentración de vesículas extracelulares pequeñas 

(SEVs) secretados por células HUVEC tras 24 h de tratamiento con 10 ng/mL de TNF-α o control, seguido de 

cambio de medio vesicle-free con re-estímulo de TNF-α (aSEVs) o vehículo (cSEVs), obtenidos a través de 

nanoparticle tracking anlysis NTA. A.  Distribución de tamaño (nm) y concentración (partículas/mL) de cSEVs y 

aSEVs. B. Gráfico de tamaño modal en nanómetros (nm) de cSEVs y aSEVs a las 24 h desde el cambio de 

medio y re- estimulación con TNF-α o vehículo. C. Gráfico de concentración en partículas/mL de cSEVs y 

mSEVs a las 24 h desde el cambio de medio y re- estimulación con TNF-α o vehículo. Análisis estadístico: Para 

ver distribución de datos se utilizó la prueba de normalidad Shapiro-Wilk. Tamaño modal (nm) y concentración 

(partículas/mL) de SEVs presentan distribución normal, para significancia se utilizó un T-test para datos 

paramétricos. Promedio +/- SD, N=7. 
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4.1.8. Determinación de CD81 y visualización de SEVs por microscopia 

electrónica.  

 

Los SEVs pueden presentar varios marcadores de superficie que los diferencian de 

otras vesículas extracelulares. Una de estas moléculas corresponde a la 

tetraspaninas CD81, la cual es ampliamente usada en la caracterización de SEVs 

como lo son los exosomas [27]. Se evaluó la presencia de la tetraspaninas CD81, 

tanto en cSEVs como en aSEVs, por medio de la técnica ELISA. Como se observa 

en la Figura 9A, tanto en cSEVs como en aSEVs se detecta la tetraspanina CD81 

en concentraciones de ng/mL, sin diferencias significativas entre ambas. Mediante 

microscopia electrónica, se pudo visualizar las vesículas. Estas presentan la forma 

característica de cup shape o forma cóncava, producto del protocolo por el cual se 

realiza la microscopia electrónica [59]. Como se muestra en la Figura 9B, tanto en 

cSEVs como en aSEVs se observa la forma característica de SEVs. Adicionalmente, 

no se observa daño a la integridad de la membrana y presentan el tamaño descrito 

en la literatura para este tipo de vesículas menor a 200 nm [40]. 
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Figura 9: Detección de CD81 y determinación de presencia de SEVs por microscopia electrónica. A. 

Concentración de CD81 en ng/mL en vesículas extracelulares pequeñas (SEVs) secretados por células HUVEC 

tras 24 h de estimulación con TNF-α o vehículo, seguido de cambio de medio por vesicle-free más re-

estimulación con 10 ng/mL TNF-α (aSEVs) o control (cSEVs) detectado por ELISA. Análisis estadístico: datos 

presentan distribución normal (Shapiro-Wilk), para significancia se aplicó un T-test para datos paramétricos; 

Promedio +/- SD, N=4. B. Presencia de SEVs detectadas por microscopia electrónica, pertenecientes a un 

tamaño menor a 200 nm. 
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4.2. Resultados del Objetivo N°2 

 

“Determinar in vitro y ex vivo si las vesículas extracelulares pequeñas 

secretadas por células endoteliales tratadas con TNF-α pierden su efecto 

protector frente al daño por isquemia/reperfusión.” 

Para evaluar si las aSEVs pierden la capacidad de proteger de la muerte celular en 

un modelo in vitro de cardiomiocitos de rata neonata y en un modelo ex vivo de 

corazón de ratón adulto, primero se deben aislar cardiomiocitos de rata neonata 

para que sean sometidos a I/R simulada, los cuales serán estimulados tanto con 

cSEVs como aSEVs para ver si existe aumento o disminución de la muerte celular 

frente a este daño. Además, se aislarán corazones de ratón adulto y serán 

montados en un sistema de Langendorff, perfundiendo ambas SEVs y 

posteriormente, se procederá a realizar una I/R global, para finalmente evaluar el 

tamaño del infarto. 

 

 

4.2.1. Efecto del pre-condicionamiento de vesículas extracelulares 

pequeñas aisladas de células HUVEC tratadas con TNF-α en 

cardiomiocitos de rata neonata sometidos a isquemia/reperfusión 

simulada. 

 

Las SEVs de células endoteliales han demostrado proteger contra el daño por 

isquemia/reperfusión en un modelo in vitro de cardiomiocitos de rata adulta [34], 

[60]. Para evaluar el efecto de cSEVs y aSEVs, se utilizó un modelo in vitro de 

cardiomiocitos de rata neonata sometidos a isquemia/reperfusión (IR). En la Figura 

10A se presenta el esquema general del protocolo realizado. Los cardiomiocitos de 

rata neonata fueron pre-tratados con 108 SEVs durante 45 minutos y posteriormente 

fueron sometidos a 6 h de isquemia, seguido a 16-18 horas de reperfusión. La 
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muerte celular fue determinada mediante un ensayo de LDH. En la Figura 10B se 

presenta el gráfico de porcentaje de liberación de LDH y se puede observar que la 

muerte celular en normoxia ronda el 20%, mientras que tanto I/R como I/R + cSEVs 

e I/R + aSEVs presentan una muerte celular cercana al 80%. No se realizó 

estadística debido a la falta de datos (n=3). 

 

 

 

Figura 10: Modelo in vitro de isquemia/reperfusión simulada de cardiomiocitos de rata neonata pre-

condicionados con vesículas extracelulares pequeñas secretadas por endotelio control y endotelio 

activado: A. Diagrama representativo que se utilizó para el aislamiento de cardiomiocitos de rata neonata y el 

protocolo utilizado para el pre-condicionamiento con las vesículas extracelulares pequeñas de endotelio control 

(cSEVs) y de endotelio activado (aSEVs), posterior isquemia/reperfusión y medición de muerte celular por 

liberación de LDH. B. Gráfico de porcentaje de LDH liberado en cardiomiocitos de rata neonata controles de 

normoxia e I/R y en cardiomiocitos de rata neonata pre-condicionados con cSEVs y aSEVs sometidos a I/R. 

Promedio +/- SD. N=3 
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4.2.2. Determinación de tamaño de infarto de corazón de ratón adulto 

sometido a isquemia/reperfusión global pre-condicionado con 

vesículas extracelulares pequeñas aisladas de células HUVEC 

tratadas con TNF-α. 

 

Para evaluar el efecto de cSEVs y aSEVs en infarto del miocardio, se utilizó un 

modelo de I/R global. Como se observa en la Figura 11A, se generó un protocolo 

de aislamiento de corazón aislado de ratón adulto, en el que posterior a un periodo 

de estabilización de 20 minutos, se realizó un pre-tratamiento durante 10 minutos 

con 108 de cSEVs y aSEVs, seguido de una isquemia global de 35 min y una 

reperfusión de 2 h. Adicionalmente, se realizó una condición control que fue 

sometida a infarto, sin tratamiento con SEVs. El tamaño de infarto fue determinado 

mediante tinción con cloruro de trifeniltetrazolio. En la Figura 11B se puede 

observar el porcentaje de tamaño de infarto de los corazones de ratón adulto 

sometidos a I/R global pre-condicionados con cSEVs y aSEVs. Los resultados 

muestran que no existen diferencias significativas, tanto en los corazones controles 

como en los corazones pre-condicionados con cSEVs y aSEVs. En la Figura 11C 

se muestra la presión de perfusión representada en mmHg, tanto de corazones 

controles, como de corazones pre-condicionados con cSEVs y aSEVs.  Los datos 

muestran una diferencia significativa entre los corazones controles y los corazones 

tratados con aSEVs, indicando que existe una mayor presión de perfusión en estos 

corazones. 
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Figura 11: Modelo ex vivo de perfusión de corazón aislado Langendorff pre-condicionado con vesículas 

extracelulares pequeñas secretadas por endotelio control y endotelio activado. A. Diagrama 

representativo del protocolo en sistema de Langendorff utilizado para el aislamiento del corazón de ratón adulto 

Primero se anestesia el ratón con pentobarbital y se realiza una toracotomía para extraer el corazón. Luego, 

rápidamente se cánula en el sistema de Langendorff, se procede a estabilizar el corazón por 20 min. 

Posteriormente, se administra un pre-tratamiento con 108/mL de vesículas extracelulares pequeñas de endotelio 

control (cSEVs) y de endotelio activado (aSEVs), seguido de 35 min de isquemia global y 120 min de reperfusión 

y determinación del tamaño de infarto mediante tinción con cloruro de trifeniltetrazolio (TTC). B. Porcentaje de 

tamaño de infarto e imagen representativa de corazones sometidos a I/R controles y pre-tratados con cSEVs y 

aSEVs. C. Presión de perfusión de corazones de ratón adulto obtenidos en el sistema de Langendorff en 

corazones I/R controles y pre-condicionados con cSEVs y aSEVs. Análisis estadístico: datos presentan 

distribución normal (Shapiro-Wilk), para la significancia se utilizó ANOVA de una vía seguido de un post-test 

Tukey; P < 0,01 (**), vs I/R. Promedio +/- SD, I/R N=9, cSEVs N=4, aSEVs N=4. 

 

 

 



 54 

5. DISCUSIÓN   

El presente estudio mostró que la estimulación de células HUVEC con TNF-α indujo 

la expresión de marcadores proinflamatorios VCAM-1, ICAM-1, IL-6 y redujo el 

contenido proteico de eNOS. Este estado proinflamatorio no afectó la 

concentración, tamaño o expresión de CD81 en las SEVs aisladas de células 

endoteliales, adicionalmente presentaban la forma y tamaño descrito en la literatura 

para estas vesículas. Las vesículas extracelulares aisladas de HUVECs tratadas 

con o sin TNF-α (aSEVs), no redujeron la muerte celular en un modelo de I/R 

simulada en cardiomiocitos de rata neonata ni tampoco disminuyeron el tamaño de 

infarto en un modelo de I/R global en corazones aislados de ratón. Sin embargo, las 

vesículas extracelulares extraídas de células tratadas de TNF-α aumentaron la 

presión de perfusión al final de la reperfusión. 

 

5.1. Modelo de activación endotelial  

 

Durante la primera parte de este estudio, se estableció la activación endotelial 

mediada por TNF-α en las células HUVEC, para validar el modelo que confirmara 

un estado proinflamatorio en células endoteliales. Los resultados mostraron que 

TNF-α induce la expresión de moléculas de adhesión VCAM-1 e ICAM-1, así como 

la expresión de IL-6 y disminución de eNOS que, en conjunto, se asocian a la 

activación endotelial. El patrón de expresión de las moléculas de adhesión VCAM-

1 e ICAM-1 por Western blot sugiere que ambas moléculas aumentan su expresión 

a las 24 y 48 h al compararlas con el control a las 0 h y con sus respectivos controles 

de tiempo. Estos resultados concuerdan con lo ya reportado en literatura,  

observándose la expresión de ambas moléculas a las 24 h en este tipo celular, 

usando la concentración utilizada de TNF-α a 10 ng/mL [61]. Además, se  observó 

un segundo bandeo en el Western-blot de VCAM-1, lo cual se puede explicar por la 

aparición de isoformas de VCAM-1, descritas previamente en este tipo celular [62].  

Se observó un aumento en la producción de IL-6 en células HUVEC estimuladas 
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con 10 ng/mL de TNF-α a las 24 h de tratamiento, confirmando lo ya descrito en 

estas células [63]. Esta interleuquina se expresa en presencia de factores 

proinflamatorios como TNF-α y, al igual que las moléculas de adhesión ICAM-1 y 

VCAM-1, participa en la respuesta inmunitaria asociada a la inflamación [45]. En la 

Figura 4 se muestra el patrón de expresión de eNOS en HUVEC tratadas con 10 

ng/mL de TNF-α, observándose una disminución en la expresión de esta proteína a 

las 24 y 48 h. Este resultado es similar a lo ya descrito en otro estudio, en el que se 

mostró que TNF-α disminuye la expresión de esta proteína en células HUVEC [51]. 

Por lo tanto, se continuó usando las temporalidades de 24 h o 48 h para la posterior 

extracción de vesículas. Los experimentos realizados permiten obtener una 

caracterización robusta de la expresión de marcadores proinflamatorios. Cabe 

señalar que los datos obtenidos no son suficientes para establecer en concreto la 

disfunción endotelial, ya que esta condición está acompañada con una disminución 

en la producción de NO, la cual no fue medida, al igual que una pérdida de la 

funcionalidad de la vasculatura, la cual podría ser evaluada de manera ex vivo [64]. 

Sin embargo, la expresión de los 3 marcadores proinflamatorios VCAM-1, ICAM-1 

e IL-6, sumado a la disminución en los niveles de eNOS, confirman el modelo de un 

estado proinflamatorio de células endoteliales.  

 

5.2. Caracterización de vesículas extracelulares pequeñas 

 

Una vez establecido el modelo de un estado proinflamatorio en células HUVEC, se 

procedió al aislamiento de vesículas extracelulares. En la Figura 6A se muestra una 

distribución de SEVs, cuyo rango se observa entre 100-200 nm. Cabe destacar que 

estas fracciones aisladas contienen poblaciones mixtas de vesículas extracelulares. 

Como se observa en el gráfico de la Figura 6A, existen poblaciones que superan 

los 200 nm o más, sugiriendo la presencia de otras vesículas, debido a que hasta la 

fecha no existe una metodología que asegure la completa purificación de SEVs [65].  
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La medición del tamaño modal mostró que las SEVs aisladas de células endoteliales 

tratadas con o sin TNF-α no superaron los 200 nm, lo que se ajusta a los valores 

descritos para caracterización de SEVs [66] y sugiere el aislamiento de fracciones 

enriquecidas en SEVs. Además, el tratamiento con TNF-α no produjo cambios en el 

tamaño modal de las vesículas producidas por células endoteliales. Asimismo, los 

resultados muestran que no hay diferencias significativas en la concentración de 

vesículas. Al respecto, cabe destacar que se ha reportado que el estímulo con TNF-

α en otros tipos celulares sí aumenta la producción de SEVs [67], [68]. En células 

HUVEC,  el estímulo con TNF- α por 24 h produce un aumento en la concentración 

de vesículas [69]. Esta discrepancia se puede deber a la diferencia de técnica de 

aislamiento utilizada, debido a que en el estudio de Li, et al., 2019 utilizaron el 

método de ultracentrifugación, lo que ha mostrado obtener mayores rendimientos 

en comparación con la cromatografía de exclusión por tamaño [65]. Adicionalmente, 

se utilizó una concentración mayor de TNF-α, ya que, en el estudio de Li, et al., 2019 

se utilizaron 10 µg/mL, en lugar de los 10 ng/mL usados en el presente estudio. 

Estas condiciones podrían afectar la producción de SEVs, aumentándola, toda vez 

que en otros tipos celulares, el incremento de la concentración de TNF-α aumenta 

la producción de SEV secretadas [68]. Es importante considerar que esta alta 

concentración podría afectar la viabilidad de las células HUVEC, pero se ha 

reportado que esto solo ocurre a partir de concentraciones mayores a 25 µg/mL, 

luego de 24 h de tratamiento [70].  

Con el fin de garantizar que todas las vesículas extracelulares aisladas provengan 

de células con un estado proinflamatorio establecido, se realizó un pre-tratamiento 

con TNF-α por 24 h, para luego cambiar el medio y re-estimular las células 

endoteliales con TNF-α, garantizando así que todas las vesículas extracelulares 

aisladas provienen de endotelio activado. En el contexto de lo indicado, es 

importante señalar que para descartar un posible efecto directo de TNF-α al 

administrar SEVs en los experimentos funcionales de I/R in vitro y ex vivo, se 

realizaron experimentos en los que se evaluó un pre-tratamiento de HUVECs con 

TNF-α por 24 h, para posteriormente realizar un cambio de medio sin la presencia 

de esta citoquina proinflamatoria. Sin embargo, los resultados mostraron que al 
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reemplazar el medio durante 24 h por uno sin TNF-α, se observa una disminución 

de ambas proteínas al momento de cambiar el medio, recuperándose esta señal al 

tratar nuevamente con TNF-α. Se evidencia que el reemplazo por el medio sin TNF-

α, se traduce en una completa pérdida en el contenido proteico de VCAM-1, 

mientras que hay una reducción significativa en los niveles de ICAM-1, pero la señal 

sigue presente. Por lo tanto, el cambio de medio estaría afectando la activación 

endotelial, generando un fenotipo parcialmente proinflamatorio. Estos antecedentes 

sugirieron la necesidad de la re-estimulación con TNF-α para la expresión de 

marcadores proinflamatorios, para asegurar que la producción de vesículas 

proviene de endotelio activado. Esta diferencia en la señal de las moléculas de 

adhesión en presencia o ausencia de TNF-α, se debe a que esta citoquina podría 

continuar en solución ejerciendo su efecto, por cuanto el TNF-α soluble humano en 

cultivos in vitro presenta una vida media de aproximadamente 100 horas. Este valor 

se predijo con la herramienta ProtParam de ExPASy, la cual predice la vida media 

de una secuencia de aminoácidos [71]. Cabe destacar que en este experimento no 

se evaluó el contenido proteico de eNOS, sin embargo, considerando la drástica 

reducción de los niveles de VCAM-1 e ICAM-1, sumado a lo indicado en la Figura 

6 en donde al estimular por 24 h con TNF-α existe una disminución de esta proteína, 

es posible hipotetizar que el contenido proteico de eNOS sería restaurado con el 

cambio de medio, mientras que tendería a disminuir tras la re-estimulación con TNF-

α. Es importante reconocer que la re-estimulación con esta citoquina constituye una 

limitación del estudio, por cuanto no se puede descartar el efecto directo de TNF-α 

en las preparaciones de SEV al evaluar su efecto en cardioprotección. Sin embargo, 

cabe destacar que se utilizó la metodología de aislamiento de SEV por 

cromatografía de exclusión de tamaño, en cuyo protocolo se indica que las vesículas 

extracelulares eluyen, sin contar el volumen muerto eluído, entre las fracciones 1-3, 

mientras que las proteínas lo hacen desde las fracciones 6 en adelante [72], 

sugiriendo la ausencia o niveles reducidos de TNF-α en las fracciones enriquecidas 

en SEVs.  
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Una vez establecido el protocolo de pre-tratamiento y re-estimulación con TNF-α, 

se realizó el aislamiento y caracterización de SEVs. Al igual que los experimentos 

anteriores, el pre-tratamiento y re-estimulación con TNF-α no generó diferencias de 

tamaño y concentración de SEVs. Luego de la caracterización por NTA, se procedió 

a evaluar la proteína de superficie CD81, presente en la vasta mayoría de SEVs 

[73], [74]. Esta tetraspanina, junto a otras como CD63 o CD9, participan en el 

enrutamiento intracelular de los cargos en la formación de SEVs, como los 

exosomas [74]. Además, también participan en así como en la biogénesis y la 

comunicación SEV-célula blanco [75]. Los resultados del presente estudio 

evidencian la expresión de esta tetraspanina tanto en cSEVs como en aSEVs, sin 

diferencias significativas entre ambas poblaciones. Si bien esta tetraspanina ha sido 

considerada como un marcador de SEVs, también se ha encontrado en vesículas 

de origen diferente, como lo es la formación de ciernes en la membrana plasmática 

o budding, característico de las microvesículas en diversas líneas celulares [76]. 

Adicionalmente se pudo observar la presencia de SEVs por medio de microscopia 

electrónica, esta técnica permite tener una imagen clara y visible a simple vista de 

la presencia de SEVs en una determinada muestra dando cuenta de su integridad, 

forma y tamaño [61]. En este experimento, tanto cSEVs como aSEVs presentan un 

tamaño descrito para estas vesículas además de presentar la forma descrita para 

estas [40], [61]. 

 

5.3. Efecto de vesículas extracelulares pequeñas secretadas por 

endotelio activado en I/R in vitro e ex vivo. 

 

El potencial terapéutico de SEVs provenientes de endotelio para prevenir el daño 

por I/R cardiaca ya ha sido evaluado previamente. Un estudio realizado por 

Davidson et al., 2017, exploró el uso de SEVs producidas por células HUVEC en un 

modelo de I/R in vitro de cardiomiocitos de rata adulta, demostrando que SEVs 

reducen la muerte celular [41]. Este estudio estableció que la disminución de la 

muerte celular ejercida por estas SEVs se pierde cuando son aisladas de células 
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HUVEC pre-incubadas con altas concentraciones de glucosa [41]. El efecto 

protector de las SEVs endoteliales aisladas de HUVEC se confirmó en un estudio 

posterior que no solo replicó la reducción de muerte celular de cardiomiocitos en I/R 

in vitro, sino que también se estableció  que este efecto es mediado por la activación 

de quinasas de sobrevida, como MEK 1/2 y ERK 1/2 [34]. En el presente estudio, 

cSEV no redujeron la muerte celular de cardiomiocitos de rata neonata sometidos a 

I/R in vitro, mientras que aSEVs no redujeron, ni tampoco aumentaron la muerte 

celular. A diferencia de los estudios de Davidson et al., [34], [41] cSEVs no redujeron 

el daño por I/R. Una posible explicación es el alto porcentaje de muerte celular 

obtenido en el presente estudio, de manera tal que las cSEVs no podrían reducir la 

muerte celular ante la severidad del daño celular producido por el protocolo de I/R 

in vitro utilizado. También es posible que el rol protector de SEVs solo sea posible 

observarlo en un modelo de cardiomiocitos de rata adulta, esto se podría explicar 

porque los cardiomiocitos de rata neonata estos presentan un metabolismo distinto 

a los cardiomiocitos de rata adulta, además de regulación diferencial de quinasas y 

factores de transcripción [77]–[79], por lo que las SEVs pudieran actuar por vías de 

señalización especificas en cardiomiocitos de rata adulta que no esté presente en 

cardiomiocitos de rata neonata. Además, el presente estudio no evaluó pre-

incubaciones con SEVs durante periodos de tiempo más largos. Tampoco se 

realizaron incubaciones con SEVs durante la isquemia o durante la reperfusión. 

Además, no se evaluaron distintas concentraciones de SEVs. Al respecto, Vicencio 

et al. 2015 mostraron que SEVs aislados de plasma reducen la muerte celular de 

cardiomiocitos de rata adulta de una forma dependiente de la concentración. Es 

decir, a mayor concentración, mayor reducción de la muerte celular [35]. También 

se puede considerar que el cultivo de cardiomiocitos no permite evaluar las 

interacciones con otros tipos celulares, tales como células endoteliales o 

fibroblastos [80]. Como se ha mostrado en otros estudios, el endotelio es un 

componente fundamental en diversas estrategias cardioprotectoras, por lo que es 

posible que la falta de endotelio en este cultivo afecte la internalización de las SEVs 

[10]. Adicionalmente tampoco se utilizó un control positivo de protección contra I/R 

en este tipo celular como lo seria por ejemplo insulina [81]. Por lo tanto, si bien el 
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presente estudio no mostró un efecto protector de cSEVs, esto se puede atribuir al 

modelo utilizado y al diseño experimental y no necesariamente a una falta de efecto 

protector en I/R.  

Otro aspecto importante para evaluar sería considerar las partículas/células 

utilizadas en este experimento. Considerando la concentración de SEVs utilizadas 

de 108 partículas/mL y la cantidad de cardiomiocitos de rata neonata utilizados, que 

correspondían a 250.000 por placa, se obtiene una cantidad de 400 partículas/célula 

que son administradas a los cardiomiocitos. Este factor es muy importante para la 

reproducibilidad de datos, ya que permite estandarizar una cantidad de vesículas 

que agregar a las células ya que, por ejemplo, cuando se estima la cantidad de 

células por confluencia, se desconoce la cantidad de células por placa. Es por esto 

que, si se utiliza una concentración estándar para todos los experimentos con 

confluencias estimadas, se podrían obtener resultados con alta variabilidad entre 

repeticiones, ya que, podría ser, que ese tipo celular en específico podría requerir 

más o incluso menos partículas/célula para observar un efecto. Considerando que 

no existe literatura respecto de cuantas partículas/cardiomiocito de rata neonata se 

deben administrar con este tipo de SEVs para observar un efecto, se debería 

realizar una curva con distintas cantidades de partículas/célula para determinar la 

concentración óptima. Alternativamente, se podría evaluar distintas densidades de 

células por placa, manteniendo la misma concentración de partículas para observar 

cambios en el contexto de I/R in vitro. En los resultados obtenidos en el experimento 

in vitro, observamos resultados neutrales con respecto a la utilización de 400 

partículas/célula. Sin embargo, sin una optimización de la relación partículas/célula, 

tampoco se puede descartar un potencial efecto protector que disminuya la muerte 

celular inducida por reperfusión.  

La medición del tamaño de infarto corresponde a la metodología más robusta para 

el estudio de estrategias cardioprotectoras, tanto en modelos de fase preclínica, 

como  clínica de fase II [82]. Por lo tanto, se planteó el modelo ex vivo de I/R global 

en corazón de ratón adulto representado en la Figura 11A. Los datos obtenidos 

muestran que cSEVs no redujeron el tamaño del infarto, así como tampoco se 
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observaron cambios en el tamaño del infarto en corazones tratados con aSEV. Al 

igual que lo observado en cardiomiocitos, cabe señalar que no se puede descartar 

un efecto de cSEV y aSEV mientras no se evalúen distintas concentraciones y 

tiempos de administración.  

Respecto al parámetro hemodinámico evaluado, se produjo un aumento en la 

presión de perfusión al final de la reperfusión en corazones tratados con aSEVs. 

Esto se puede explicar por un aumento en la resistencia vascular del miocardio. 

Adicionalmente, este incremento en la presión de perfusión se puede atribuir a un 

aumento en el estado de hipercontractura del miocardio [83]. Este proceso se 

relaciona con necrosis del miocardio, lo que a su vez se traduce en un aumento en 

el tamaño del infarto [84], [85]. Este aumento en la presión de perfusión y posible 

hipercontractura, se puede haber generado a consecuencia de que las aSEVs 

hayan reducido la capacidad vasodilatadora de la vasculatura del miocardio, 

gatillando un incremento de la resistencia vascular.  

En búsqueda de un mecanismo a través del cual ocurre este efecto, cabe indicar 

que si bien se ha detectado un gran número de proteínas y RNAs en SEVs y en 

SEVs de células endoteliales estimuladas con TNF-α [86], resulta difícil identificar 

la o las proteínas que podría causar el aumento en la presión de perfusión. Sin 

embargo, las proteínas y mRNA de SEVs tratadas con TNF-α contienen las 

proteínas ICAM-1 y TNFRAIP3, así como mRNA de NF-κB [86]. Si bien no se ha 

relacionado ninguna de estas moléculas con estados alterados de función vascular, 

se ha reportado que SEVs aisladas de endotelio en un contexto inflamatorio, debido 

a la inhibición de IL-10, simula una inflamación crónica [87]. En dicho contexto, 

SEVs secretadas por células endoteliales progenitoras, pierden la capacidad de 

reparar el miocardio luego de sufrir daño por isquemia/reperfusión in vivo [87]. 

Adicionalmente, se ha observado que SEVs aisladas de otros tipos celulares 

tratados con TNF-α, pueden promover un fenotipo proinflamatorio en células 

endoteliales [88]. Además, se ha observado que SEVs aisladas de células 

endoteliales tratadas con TNF-α disminuyen el consumo de oxígeno e inducen 

apoptosis en células endoteliales [69]. También existen microRNAs aislados de 
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células endoteliales que juegan roles clave en enfermedades cardiovasculares [27]. 

Por ejemplo, miR-505 es liberado por células endoteliales en presencia de ox-LDL, 

participa en una mayor producción de especies reactivas de oxígeno por parte de 

neutrófilos, así como en la progresión de aterosclerosis [89]. Asimismo, miR-155 es 

liberado por células endoteliales en presencia de ox-LDL y participa en el cambio 

de un fenotipo antiinflamatorio a uno proinflamatorio [90], así como suprimir 

reguladores negativos de la inflamación como SHIP1 y SOCS1 [91], [92].  

Es importante considerar la posibilidad de que el mecanismo a través del cual aSEV 

aumentan la presión de perfusión no esté relacionado con la entrega de mRNA o 

microRNA a la célula blanco. Esta idea se relaciona a que los efectos descritos en 

la Figura 11B se observaron en un modelo agudo de I/R cardiaca, por lo que es 

más probable que el aumento en la presión de perfusión esté mediado por cambios 

post-traduccionales. Por ejemplo, aSEVs podrían inducir la activación de ciertas 

quinasas que disminuyan la capacidad vasodilatadora de la vasculatura del 

miocardio. La activación de, por ejemplo, PKC o Rho-quinasa está relacionada con 

la inhibición de la actividad catalítica de eNOS , alterando la producción de NO [93], 

[94], esta activación podría ser bien activando algún receptor de membrana o 

liberando su contenido al interior de la célula blanco. También es posible que las 

aSEVs sean capaces de llevar ROS o aumentar la producción de ROS en la 

vasculatura del miocardio, lo que culminaría con una disminución de NO y aumento 

en la vasoconstricción. Cabe destacar que este estudio corresponde al primero en 

el que se explora el efecto de SEVs endoteliales en corazón aislado ex vivo, de 

modo que no existe literatura relacionada al tema y los mecanismos a investigar 

requieren la identificación de moléculas que afecten la capacidad protectora de las 

SEVs. Es importante recordar también que las SEVs fueron administradas antes de 

la isquemia, de manera tal que se evaluó su potencial de prevenir (no revertir) el 

daño por I/R cardiaca. Sin embargo, futuros estudios también deben explorar la 

posibilidad de administrar estas vesículas durante la reperfusión, como ocurre por 

ejemplo con el post-condicionamiento isquémico o la cardioprotección 

farmacológica que se administra de manera intracoronaria [7], lo cual ciertamente 

es de alta relevancia clínica. 
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5.4. Limitaciones del estudio  

 

En primer lugar, es importante analizar las dificultades asociadas al aislamiento y 

caracterización de SEVs. Actualmente, aún existe incertidumbre en cuanto a la 

clasificación de vesículas extracelulares. Por un lado, existen diferencias en relación 

con el nombre que se le asigna a sub-poblaciones específicas de vesículas 

extracelulares, como los exosomas [95]. Actualmente, es complejo asignar un 

nombre a una subpoblación de vesículas por su origen, ya sea de endosomas -

como los exosomas- o derivados de membrana como las microvesículas, ya que 

para esto se debería observar su producción en tiempo real [66]. Sin embargo, es 

posible clasificar las vesículas dependiendo de las características físicas, como el 

tamaño. Por ejemplo, las vesículas extracelulares pequeñas o SEVs presentan un 

tamaño entre 100 y 200 nm y además, expresan proteínas en la superficie, como 

las tetraspaninas como CD9, CD63 y CD81 [66]. [74]. Además, a pesar de las 

diferentes metodologías disponibles para aislamiento de las vesículas 

extracelulares, aún no es posible purificar completamente SEVs como los 

exosomas, ya que en la mayoría de los protocolos de purificación existe 

contaminación con lipoproteínas [96], RNAs [97],  proteínas no vesiculares [98] u 

otras poblaciones de vesículas extracelulares.  

Existen otras limitaciones asociadas al estudio de SEVs. Por ejemplo, se puede 

utilizar sondas fluorescentes lipofílicas para marcar SEVs y así poder estudiar su 

captación por distintos tipos celulares. Sin embargo, este marcaje no está exento 

de contaminación, ya que además de SEVs, se ha observado que también se une 

a proteínas y lipoproteínas [99]. En cuanto a los métodos de aislamiento, si bien la 

ultracentrifugación ha sido ampliamente utilizado en el aislamiento de SEVs, existen 

otros métodos para obtener SEVs,  como la precipitación con polietilenglicol, captura 

por inmunoafinidad y cromatografía de exclusión por tamaño [100] . En este trabajo 

se utilizó la cromatografía de exclusión por tamaño. Esta metodología destaca por 

ser una forma sencilla y rápida de obtención de vesículas, además de la utilización 

de poco volumen de muestra. Sin embargo, presenta limitaciones como baja 
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concentración del preparado final de vesículas, así como posibles contaminantes 

como co-precipitados de proteínas y lipoproteínas [65], [99]. Esta limitación impidió 

obtener una cantidad de proteína suficiente para realizar la evaluación por Western 

blot de tetraspaninas y otros marcadores como ALIX, o un control negativo, como 

GM130. Esto limitó la evaluación de marcadores de superficie a uno solo, utilizando 

un inmunoensayo, cuya sensibilidad es mayor a la del Western blot. Cabe recordar 

que aún no existe un método óptimo que permita una completa purificación de 

SEVs, como los exosomas. Cada técnica presenta limitaciones, ya que aún no se 

pueden separar entidades no vesiculares de las fracciones enriquecidas con SEVs, 

así como tampoco se puede excluir por completo la presencia de diferentes sub-

poblaciones de vesículas extracelulares [66]. 

De acuerdo con las guías de MISEV 2018 (Minimal Information for studies of 

Extracelullar vesicles), se requieren al menos 3 marcadores diferentes para poder 

categorizar las diferentes SEVs [66]. Entre las categorías mencionadas en MISEV 

2018, se encuentra la detección de proteínas transmembrana asociadas a 

endosomas, que pueden ser tejido específico (PECAM1 en el caso de células 

endoteliales) o no tejido específico (tetraspaninas, MHC). Proteínas de la biogénesis 

de vesículas (TSG101, ALIX), componentes co-aislados de estructuras no 

vesiculares (lipoproteínas, agregados proteína-ácido nucleico) y adicionalmente, 

algún marcador de contaminación asociadas a otros compartimientos celulares 

(calnexina, GM130), además de la utilización de microscopía electrónica para 

observar la integridad de la membrana y la morfología de las vesículas [66], [101]. 

En el presente estudio de SEVs, solo se utilizó CD81 como marcador de vesículas, 

lo que sumado a la caracterización por NTA y microscopia electrónica, no son 

suficientes para dar el nombre de exosomas a estas vesículas. Tampoco 

correspondería asignarles el nombre de vesículas extracelulares, ya que, si bien se 

extrajeron del medio condicionado y no de un lisado celular, es necesario evaluar la 

presencia de marcadores de contaminación, debido a que existen compartimientos 

celulares capaces de producir vesículas, como el retículo endoplasmático y el 

aparato de Golgi. Para evaluar esto se utilizan marcadores como calnexina o Grp78, 

en el caso de retículo y GM130, en el caso de Golgi [102]. Por lo tanto, los resultados 
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obtenidos no permiten garantizar la pureza de estas vesículas. Sin embargo, 

tampoco se puede descartar la presencia de SEVs, ya que las fracciones aisladas 

presentan el tamaño moda descrito para estas vesículas y además, expresan el 

marcador CD81, que indica que corresponden a vesículas producidas a partir de 

CMV [75].   

También cabe destacar que en el experimento de I/R in vitro se tiene una muerte 

celular de casi un 80%, mientras que otros estudios han reportado valores cercanos 

al 40-50%, utilizando el mismo modelo de I/R in vitro en cardiomiocitos de ratas 

neonatas [103]–[105]. Adicionalmente, se obtuvo una baja cantidad de 

experimentos independientes (n = 3), por lo que no es posible realizar una 

estadística adecuada. Además, como fue mencionado anteriormente, no se 

evaluaron distintos tiempos de incubación, así como se utilizó una sola 

concentración de SEVs, correspondiente a 108 partículas/mL. Si bien esta 

concentración ha sido descrita como protectora, ya que redujo la muerte celular de 

cardiomiocitos de rata adulta sometidos a I/R in vitro, [34], [41], resulta necesario 

evaluar más concentraciones de SEVs para ver descartar que este sea el motivo 

por el cual no se observó un efecto.   

El sistema de Langendorff es una excelente metodología para observar el efecto de 

cualquier estimulo en el tejido cardiaco sometido a I/R [82]. Esta es una técnica 

delicada que requiere experticia de parte de él/la operador/a, por cuanto existen 

importantes criterios de inclusión, como una rápida extracción quirúrgica del corazón 

y posterior canulación, así como obtener un valor de presión de perfusión superior 

a 60 mmHg, entre otras [82]. También se deben evitar los cambios bruscos de 

temperatura y sobre-manipulación del tejido, ya que debido al reducido tamaño del 

corazón de ratón, es más fácil dañar el tejido, llevando a resultados inconsistentes 

[106]. En el set de experimentos ex vivo se puede indicar que existen una cantidad 

insuficiente de repeticiones experimentales en las condiciones cSEVs y aSEVs. Es 

importante mencionar también que los rendimientos de SEVs obtenidos con nuestro 

diseño experimental y metodología empleada, impidieron la administración de 

concentraciones superiores a la utilizada (108 partículas/mL), por lo que al igual que 
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en modelo in vitro, no evaluar distintas concentraciones constituye una importante 

limitación del presente estudio.  

También es posible que las células HUVEC en específico no sean un tipo celular 

óptimo para probar efectos sobre I/R, ya que, por ejemplo, se podrían buscar otros 

tipos celulares que estén más estrechamente relacionado con el tejido cardiaco, 

tanto para los experimentos de rata neonata in vitro como para los experimentos ex 

vivo de corazón de rata adulta, como lo son cultivos primarios de endotelio cardiaco. 

Dos ejemplos de estos son células endoteliales de endocardio y coronarias de 

corazón de rata [107] o células endoteliales coronarias de corazón de ratón [108]. 

Sin embargo, la obtención de estos tipos celulares resulta complejo, debido a que 

es muy difícil aislarlo, también existe bajo rendimiento y heterogeneidad, además 

de dificultades en mantener estos tejidos a largo plazo [109]. Debido a estas 

complicaciones, estos tipos celulares no resultarían óptimos al momento de obtener 

SEVs, debido a la complejidad técnica para obtener elevados rendimientos 

celulares, lo que no permitiría obtener rendimientos adecuados de vesículas. Otra 

posibilidad sería probar SEVs secretadas células progenitoras endoteliales, las 

cuales se han reportado que actúan en el corazón y los vasos sanguíneos teniendo 

propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antiapoptóticas, inhibición de fibrosis 

cardiaca y reparación del miocardio post-IM [87], [110]. Sin embargo, su efecto se 

ha visto alterado en un contexto proinflamatorio, en un modelo murino de IM que 

presentaban un knockdown de IL-10, una interleuquina antiinflamatoria, en la cual 

las SEVs de células endoteliales progenitoras de medula ósea, no redujeron el 

tamaño de herida de infarto a 31 días post-IM, al comparar con las SEVs wild-type. 

Además, estas SEVs de células endoteliales progenitoras regulan factores como 

NF-κB, que aumenta la expresión de genes proinflamatorios, exacerbando la 

respuesta inflamatoria frente a IM [87]. Interesantemente, este fenotipo fue similar 

al tratar una línea celular de células endoteliales cardiacas (CLU510) con TNF-α, 

las cuales también activan NF-κB [87]. 

Es importante destacar también que debido a que existen diferentes subpoblaciones 

de células endoteliales en el tejido cardiaco, se podrían generar diferentes 
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subpoblaciones de SEVs, debido a que los diferentes tipos de células endoteliales 

presentan variaciones entre ellas mismas, como un metabolismo diferencial y 

marcadores celulares [111], [112]. Se ha observado también que subpoblaciones 

de células endoteliales progenitoras varían en enfermedad de arteria coronaria 

[113], por lo que estos tipos celulares de células endoteliales son afectados también 

en un contexto proinflamatorio. 

Se podría considerar también en la utilización de líneas celulares endoteliales 

inmortalizadas como lo es la línea HMEC-1 o CLU510. Sin embargo, la mayoría de 

estas líneas celulares son tumorogénicas, como lo es ECV304 [114], además de 

expresar genes diferenciales en comparación, por ejemplo, a células HUVEC, 

expresando genes antiapoptóticos y de control del ciclo celular [115]. El presente 

estudio contempló el uso de células HUVEC, ya que es un modelo altamente 

estudiado en la literatura tanto para los estímulos de TNF-α, expresión de 

marcadores, además del aislamiento de SEVs [32], [51], [61]. Adicionalmente, todas 

las líneas celulares son comparadas con este modelo para establecerse como un 

modelo de células endoteliales para estudios de vasculatura [114]. A pesar de esto, 

estas células presentan ciertas limitaciones, como por ejemplo, que pierden su 

fenotipo cuando pasan los 15 pasajes, alcanzando un fenotipo senescente, 

marcado por cambios en su metabolismo y morfología, se vuelven multinucleadas 

y mueren [116]. Además, se ha demostrado que en este estado producen más 

SEVs, reflejado en un aumento en la expresión de marcadores como CD9 y CD81 

en comparación con SEVs de células HUVEC en pasajes menores [117].  

Finalmente, tampoco se determinó el potencial mecanismo a través del cual aSEVs 

indujeron un aumento en la presión de perfusión. El estudio de Vicencio et al., 

estableció que los SEVs de plasma son protectores en el contexto de I/R cardiaca, 

mediante un mecanismo dependiente de la expresión de HSP70 en la superficie de 

las SEVs y activación de la vía TLR4/ERK1/2 en el cardiomiocito [35] Sin embargo, 

Davidson et al., reportaron que SEVs endoteliales reducen la muerte celular en I/R, 

mas no expresan HSP70 en la superficie [41]. Adicionalmente, un estudio reciente 

reportó que SEVs endoteliales pueden inducir la migración de células HUVEC [118]. 
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Interesantemente, SEVs por producidas por HUVECs en estado de senescencia 

también conservan la capacidad de inducir migración de células endoteliales [118]. 

Por otra parte, el presente estudio que SEVs aisladas de células HUVEC tratadas 

con TNF-α alteran un parámetro hemodinámico en el contexto de I/R cardiaca. En 

resumen, en los últimos años, ha habido un claro progreso en el entendimiento de 

los efectos que pueden generar las SEVs endoteliales en distintos contextos 

fisiológicos y fisiopatológicos, pero existen múltiples interrogantes acerca de los 

mecanismos que estarían mediando sus efectos biológicos. 
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5.5.  Perspectivas futuras 

 

Múltiples estrategias terapéuticas han mostrado una sólida cardioprotección en 

estudios preclínicos [7]. Sin embargo, existe una desconexión entre el laboratorio y 

la clínica, por cuanto muchas estrategias cardioprotectoras no funcionan en 

pacientes [10] y se especula que la presencia de comorbilidades y co-medicaciones 

pueden tener un papel clave en la pérdida de protección de diversas terapias 

protectoras en infarto del miocardio [119]. Al respecto, Wojciechowska et al. 2015, 

hipotetizaron que la inflamación crónica -presente en múltiples comorbilidades- 

puede ser reducir la efectividad del precondicionamiento isquémico [120]. El 

presente estudio mostró que un estado proinflamatorio se asocia a la producción de 

SEVs que generan una alteración hemodinámica en corazones sometidos a 

isquemia/reperfusión, confirmando la importancia de considerar a la inflamación 

como un blanco terapéutico relevante para restaurar la protección de estrategias 

cardioprotectoras frente a infarto del miocardio. Futuros estudios deben establecer 

de forma robusta si SEVs endoteliales pueden reducir el daño por I/R cardiaca, 

evaluando distintas cantidades de partículas/célula y tiempos de administración, 

para así confirmar dichos resultados en modelos in vitro de infarto del miocardio. 

Posteriormente, es necesario evaluar si la reducción del estado proinflamatorio de 

la vasculatura puede restaurar el efecto protector de SEVs en I/R cardiaca, 

acercando así la terapia con vesículas extracelulares para el tratamiento del infarto 

del miocardio en pacientes. 
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6. CONCLUSIONES 

1) TNF-α indujo un estado proinflamatorio en células HUVEC, aumentando la 

expresión de VCAM1, ICAM1 e IL-6 y reduciendo el contenido proteico de eNOS. 

 

2) El tratamiento de células HUVEC con TNF-α no alteró la concentración, tamaño 

o expresión de CD81 de vesículas extracelulares producidas por estas células. 

 

3) La administración de 108/mL vesículas extracelulares aisladas de células HUVEC 

tratadas con o sin TNF-α no redujeron la muerte celular de cardiomiocitos de rata 

neonata sometidos a I/R in vitro. 

 

4) La administración de vesículas extracelulares aisladas de células HUVEC 

tratadas con o sin TNF-α, no tienen efecto sobre el tamaño de infarto de 

corazones de ratón sometidos a I/R ex vivo. 

 

5) La administración de vesículas extracelulares aisladas de células HUVEC 

tratadas con TNF-α, aumentan la presión de perfusión al final de la reperfusión 

en corazones de ratón sometidos a I/R ex vivo. 
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