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RESUMEN 

Preeclampsia (PE) es un síndrome hipertensivo del embarazo humano que se 

presenta después de las 20 semanas de gestación, y que se caracteriza por 

disfunción placentaria. Entre 6.2-7.4% de mujeres fallecen por complicaciones 

cerebrovasculares asociadas a PE como eclampsia, isquemia o hemorragia 

intracerebral. Además, cursan con disrupción de la barrera hematoencefálica 

(BHE), y edema cerebral vasogénico. La fisiopatología de estas complicaciones 

cerebrovasculares es desconocida. En este trabajo de tesis,  hipotetizamos que 

vesículas extracelulares pequeñas (sEVs) provenientes de placentas hipóxicas 

son capaces de dañar la BHE, por un mecanismo que involucra reducción de la  

cantidad de claudina 5 (CLDN5). Esta última, es una proteína de unión estrecha 

entre células endoteliales, primordial para la estabilización en la función de la 

BHE. Para ello, se aislaron las sEVs desde explantes placentarios de embarazos 

normales, cultivados en normoxia (sEVs-Nor, 8% O2) o hipoxia (sEVs-Hyp, 1% O2) 

durante 18 horas, y se inyectaron a ratonas C57BL/6 no preñadas, para evaluar 

compromiso neurológico mediante escala rápida de coma y comportamiento 

murino (RMCBS), así como también análisis de disrupción de la BHE mediante 

ensayo con Evans blue (EB) sectorial. Además, se analizaron los efectos in vitro 

mediante evaluación de parámetros de BHE como resistencia eléctrica 

transendotelial (TEER) y permeabilidad celular a dextrano 70 kDa. Adicionalmente, 

se cuantificó la cantidad de CLDN5 tanto en cultivos celulares de endotelio 

cerebral de ratón y humano, como en tejido cerebral del modelo in vivo. Como 

resultados, se obtuvo que la inyección de sEVs-Hyp generan déficit neurológico en 

las ratonas desde las 3 horas, el cual es progresivo hasta las 24 horas post 
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inyección. En estos animales, se evidenció una disrupción de la BHE mediante la 

cuantificación de extravasación de EB, principalmente en el área posterior del 

cerebro. Extravasación que concuerda con el modelo quirúrgico de preeclampsia 

caracterizado por la reducción de la perfusión uterina (RUPP). Las sEVs-Hyp 

tienen un alto contenido del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), lo 

cual se asocia con incremento del nivel de este factor detectado en suero de los 

animales inyectados con sEVs-Hyp. En forma importante, la inyección de sEVs-

Hyp no genera cambios en los niveles de citoquinas pro-inflamatorias en el suero 

a las 6 horas post-inyección. Además, en el modelo in vitro, encontramos que las 

sEVs son incorporadas rápidamente (30 minutos) en las células endoteliales 

cerebrales. Asociado a ello, se evidencia que las sEVs-Hyp disminuyen la TEER y 

aumentan la permeabilidad a dextrano 70 kDa. Estos resultados asociados con 

una disminución en los niveles de CLDN5 a las 6 horas post exposición a sEVs-

Hyp. En experimentos paralelos, y como una aproximación traslacional, 

encontramos que sEVs provenientes de plasma de mujeres con PE también 

dañan la BHE in vitro, y reducen la expresión de CLND5, en la membrana de 

células endoteliales cerebrales humanas. Este efecto, requirió de la presencia 

integra de las sEVs. En conclusión, las sEVs-Hyp dañan la BHE tanto en modelos 

in vitro como in vivo, siendo esta disrupción de manera específica, en la zona 

posterior del cerebro. Además, este daño de la BHE se asocia con disminución en 

los niveles de proteína CLDN5. El mecanismo implicaría un aumento en el nivel de 

VEGF circulante, que pudiera dañar la BHE. 

Palabras claves: Preeclampsia, barrera hematoencefálica, edema cerebral 

vesículas extracelulares pequeñas. 
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ABSTRACT 

ALTERATION IN THE BLOOD-BRAIN BARRIER GENERATED BY SMALL 

EXTRACELLULAR VESICLES FROM HYPOXIC PLACENTAS 

Preeclampsia (PE) is a hypertensive syndrome of human pregnancy that occurs 

after 20 weeks of gestation and is characterized by placental dysfunction. Between 

6.2-7.4% of women die from cerebrovascular complications associated with PE 

such as eclampsia or stroke. In addition, they present disruption of the blood-brain 

barrier (BBB), and vasogenic brain edema. The pathophysiology of these 

cerebrovascular complications is unknown. In this thesis, we hypothesize that 

small extracellular vesicles (sEVs) from hypoxic placentas can damage the BBB; 

through a mechanism that involves a reduction in the amount of claudin 5 

(CLDN5). The latter is a tight junction protein between endothelial cells, essential 

for the stabilization of BBB function. We isolate sEVs from placental explants of 

normal pregnancies, cultured in normoxia (sEVs-Nor, 8% O2) or hypoxia (sEVs-

Hyp, 1% O2) for 18 hours, and injected into C57BL/6 non-pregnant mice, to assess 

neurological compromise using rapid murine coma and behavior scale (RMCBS), 

as well as BBB disruption analysis using sectoral Evans blue (EB) extravasation. In 

addition, in vitro effects were analyzed by evaluating BBB parameters such as 

transendothelial electrical resistance (TEER) and cell permeability to 70 kDa 

dextran. Additionally, the amount of CLDN5 was quantified both in human and 

mouse brain endothelial cell cultures, and in vivo model brain tissue samples. As 

results, it was obtained that the injection of sEVs-Hyp generate neurological deficit 

in the mice from 3 hours, which is progressive up to 24 hours post injection. In 

these animals, a disruption of the BBB was evidenced by the quantification of EB 
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extravasation, mainly in the posterior area of the brain. Posterior EB’s 

extravasation consistent with the surgical model of preeclampsia characterized by 

reduced uterine perfusion pressure (RUPP). sEVs-Hyp have a high content of 

vascular endothelial growth factor (VEGF), which is associated with increased 

circulating level of this factor detected in animals injected with sEVs-Hyp. 

Importantly, injection of sEVs-Hyp does not cause changes in serum pro-

inflammatory cytokine levels (at 6 hours post injection). Furthermore, in the in vitro 

model, we found that sEVs are rapidly (30 min) incorporated into brain endothelial 

cells. sEVs-Hyp decreased the TEER and increase the permeability to dextran 70 

kDa in brain endothelial cells. These results were associated with decrease in 

CLDN5 levels at 6 hours post exposure to sEVs-Hyp. In parallel experiments, and 

as a translational approach, we found that sEVs from plasma of women with PE 

also damage the BBB in vitro, and reduced the expression of CLND5, in the cell 

membrane of brain endothelium. This effect required the intact presence of sEVs. 

In conclusion, sEVs-Hyp damages the BBB both in vitro and in vivo models, this 

disruption being specifically in the posterior area of the brain. Furthermore, this 

BBB damage is associated with decreased CLDN5 protein levels. The mechanism 

would imply an increase in circulating VEGF levels, which could impair the BBB. 

Keywords: Preeclampsia, blood-brain barrier, brain edema, small extracellular 

vesicles. 
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INTRODUCCIÓN 

Alteraciones cerebrovasculares y Preeclampsia 

 Preeclampsia (PE) es un síndrome hipertensivo que ocurre en el embarazo, 

caracterizado por deficiente placentación y disfunción endotelial (Han et al., 2020; 

Roberts et al., 2021). Esta condición afecta a 5-8% de todos los embarazos a nivel 

mundial (Miller et al., 2019; Duley et al., 2009). Clásicamente, el diagnóstico de PE 

se ha establecido mediante la aparición de hipertensión arterial y proteinuria desde 

de las 20 semanas de gestación (ACOG., 2019). Actualmente, proteinuria no es 

determinante en el diagnóstico de PE, si además de hipertensión arterial se 

evidencian signos de daño multiorgánico, como trombocitopenia, insuficiencia 

renal, daño hepático, edema pulmonar, edema cerebral y/o convulsiones (ACOG., 

2019). 

La patogénesis de PE no está totalmente comprendida. La principal 

hipótesis está basada en la disfunción endotelial generalizada producto de 

factores liberados desde la placenta (Redman y Sargent., 2005; Heilmann et al., 

2007). Específicamente estas alteraciones placentarias involucran una inadecuada 

invasión placentaria hacia la vasculatura materna, lo cual genera una placenta 

hipóxica con el potencial de liberar moléculas dañinas al torrente sanguíneo 

materno, generando disfunción endotelial generalizada. Lo cual, alcanzaría a 

todos los tejidos maternos, incluyendo el cerebro que es foco de esta tesis. Al 

llegar al cerebro, estos potenciales factores placentarios que son dañinos causan 

disrupción de la microvasculatura cerebral, aumentando el riesgo de afecciones 

cerebrovasculares agudas (Redman y Sargent., 2005; Magnussen et al., 2007; 

Burton et al., 2009). 
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En este sentido, las complicaciones cerebrovasculares agudas de PE como 

la eclampsia (episodio nuevo de convulsiones en pacientes que cursan con PE), 

edema cerebral, síndrome de encefalopatía reversible posterior (PRES), accidente 

cerebrovascular y herniación cerebral, son los que hacen que la madre se ubique 

en un escenario de grave riesgo de muerte y/o secuelas postparto (MacKay et al., 

2001; Hammer y Cipolla., 2015; Miller et al., 2019). Pese a la importancia en 

términos de la morbi-mortalidad materna generada por estas afecciones 

cerebrales, la fisiopatología de éstas es poco conocida (Bushnell y Chireau., 2011; 

Khalil y Hameed., 2017; Miller et al., 2022). Aunque involucran daño de la 

vasculatura cerebral, su función protectora y autorregulatoria del flujo sanguíneo 

(Hammer y Cipolla., 2015; Opichka et al., 2021).  

Específicamente, la incidencia de alteraciones cerebrovasculares durante la 

gestación es de 10-34/100.000 partos, siendo PE uno de los mayores factores de 

riesgo para presentar alteraciones cerebrovasculares. Así, PE aumenta hasta 4 

veces la incidencia de alteraciones cerebrovasculares (OR 4.4; 95% CI 3.6-5.4) 

(Bushnell y Chireau., 2011; Rolnik et al., 2017; Sanders et al., 2018). Como 

consecuencia, entre 6.2% y 7.4% de las mujeres gestantes mueren por el 

compromiso cerebrovascular asociado a PE (McDermontt et al., 2018; Hammer y 

Cipolla., 2015; Miller et al., 2017). Además, PE incrementa en 55-60% la aparición 

de alteraciones cerebrovasculares maternas tras el parto (McDermott et al., 2018).       

Clínicamente, es común que las pacientes con PE reporten síntomas 

neurológicos, como dolor de cabeza, visión borrosa, náuseas, mareos y 

convulsiones. Sin embargo, ninguno de estos síntomas es patognomónico de las 

alteraciones cerebrovasculares en mujeres con PE (Warrington et al., 2015; 
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Bergman et al., 2014). Aunque las cefaleas, visión borrosa, y compromiso del 

estado mental se ha asociado específicamente a PRES, una condición de edema 

cerebral que afecta los lóbulos parietales y occipitales además del cerebelo 

(Hinchey et al., 1996; Fugate et al., 2010; Liman et al., 2012). 

En cuanto a la fisiopatología de las complicaciones cerebrovasculares 

asociadas a PE, existe limitada información. Así como también sobre los factores 

predisponentes para desarrollar alteraciones del sistema nervioso central en PE 

(Burwick et al., 2019). Esto genera una dificultad en desarrollar herramientas 

diagnósticas y terapéuticas en aquellas mujeres en riesgo de PE (Bergman et al., 

2019).  

A pesar de ello, se conoce que las mujeres que presentan complicaciones 

cerebrovasculares desarrollan cambios hemodinámicos cerebrales. Estos se 

caracterizan por periodos de hiper o hipoperfusión y afectación de la capacidad 

autorregulatoria cerebral (capacidad de mantener el flujo sanguíneo cerebral a 

pesar de los cambios de presión en un rango que va entre 50 y 150 mm Hg). 

Estas afecciones, aparecen previamente a la signología neurológica asociada a 

PE y eclampsia (Bergman et al., 2014). Además, estudios de resonancia 

magnética de mujeres cursando PE muestran formación de edema cerebral, sobre 

todo en la parte posterior del cerebro (Fugate et al., 2010; Liman et al., 2012). Las 

causas para estos fenómenos no se conocen con exactitud. Sin embargo, han 

sido asociados a la hipertensión arterial propia de PE y daño vascular cerebral, en 

particular del endotelio cerebral (Wang et al., 2021).  

Una de las características principales de la función de los vasos sanguíneos 

es la de conformar una barrera o barrera hematoencefálica (BHE) que impide el 
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traspaso de potenciales sustancias dañinas hacia el parénquima cerebral (Cipolla 

2007; Johnson y Cipolla., 2015; Merino-González et al., 2016; Hajal et al., 2021; 

León et al., 2021; Friis et al., 2022; Escudero et al., 2022).  

      

BHE en Preeclampsia  

La BHE está conformada por la asociación física y funcional de células 

endoteliales cerebrales con pericitos inmersos en la membrana basal, astrocitos y 

microglía (Page et al., 2016).  

En el caso de las células endoteliales, se caracterizan por una abundancia 

de uniones estrechas o tight juntion (en inglés, TJs), que restringen la difusión 

paracelular (Luissint et al., 2012). El transporte de sustancias a través de la BHE 

es altamente especializado, debido a que las células endoteliales expresan 

proteínas de membrana transportadoras, que pertenecen a las familias de 

transportadores ABC (ATP Binding Cassette) y transportador de solutos (Torres-

Vergara et al., 2022) los cuales permiten mantener separado selectivamente el 

parénquima cerebral de la circulación sistémica (Banks et al., 2020).  

En este sentido, evidencia de estudios de PE en animales, sugiere que la 

disfunción endotelial cerebral genera disrupción de la BHE, edema e inflamación 

intracerebral, y generación de hipoxia local (Marra et al., 2014; Clayton et al., 

2018; Warrington et al., 2014). Esta serie de eventos se convierte en un círculo 

vicioso que lleva a mayor daño del parénquima cerebral.  

La fisiopatología de la alteración de la BHE en PE no se conoce con 

exactitud, pero existen 3 teorías para explicar su desarrollo. La primera es que se 

generaría debido a la hipertensión severa, y que llevaría a una inadecuada 
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autorregulación vascular (Lidington et al., 2021) e hiperperfusión cerebral. La 

segunda posibilidad sería la vasoconstricción e hipoperfusión que producirían 

daño estructural de los vasos sanguíneos e isquemia cerebral. Y una tercera 

teoría estaría asociada a disfunción endotelial debido a toxinas o moléculas 

circulantes, alterando la integridad de la BHE, generando extravasación de fluidos 

hacia el parénquima cerebral (Heilmann et al., 2007). 

Cómo se generan estos cambios tampoco se conoce con exactitud, pero 

estudios in vitro (Amburgey et al., 2010;) incluyendo algunos de nuestro laboratorio 

(Bergman et al., 2021; Friis et al., 2022; León et al., 2021), han demostrado que el 

plasma proveniente de mujeres con PE incrementa la permeabilidad en modelos 

de BHE. Esta capacidad del plasma de mujeres con PE de alterar la BHE ha sido 

mostrado también en modelos in vivo (Warrington et al., 2014; Johnson et al., 

2014; León et al., 2021). Pese a ello, no está claro cuáles factores presentes en el 

plasma serían los responsables de la disrupción de la BHE. Aunque, existen varios 

candidatos, como lo son las citoquinas proinflamatorias (Na et al., 2014; 

Warrington et al., 2015; Michalicova et al., 2020), moduladores vasculares 

(Amburgey et al., 2010; Schreurs et al., 2012; Bergman et al., 2021) o las 

vesículas extracelulares provenientes de la placenta (Han et al, 2020; León et al., 

2021).  

Cualesquiera que sean los factores circulantes que generan el daño de la 

BHE, existen estudios que sugieren que debería ser un factor(s) que provengan de 

la placenta hipóxica característica de PE (Warrington et al., 2015; Han et al., 2020; 

León et al., 2021). Por ejemplo, se ha mostrado que roedores gestantes, en los 

cuales, se indujo quirúrgicamente una isquemia placentaria, desarrollan una 
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alteración en la autorregulación cerebral, disrupción en la BHE, neuroinflamación y 

edema cerebral (Warrington et al., 2014).      

En nuestro laboratorio, León y colaboradores (2021) demostraron que las 

vesículas extracelulares pequeñas (sEVs) extraídas desde placentas expuestas a 

hipoxia o de plasma de mujeres con PE generan daño de la BHE tanto in vitro 

como in vivo. Sin embargo, en ese estudio no indagamos si ese daño de la BHE 

estaba ubicado en áreas clínicamente relevantes para PE, así como tampoco 

estudiamos los mecanismos celulares o moleculares que conllevan a este daño de 

la BHE. Esta falta de información será parcialmente indagada en esta tesis. 

 

Vesículas extracelulares en embarazo normal y preeclampsia 

Las vesículas extracelulares (EVs) son estructuras de bicapa lipídica que 

son liberadas por las células hacia el espacio extracelular, conteniendo proteínas, 

miRNA, factores de crecimiento o apoptóticos, y potencialmente múltiples otros 

componentes regulatorios para inducir comunicación intercelular a través del 

cuerpo (Colombo et al., 2014; Mitchel et al., 2015; Escudero et al., 2016). 

Tres principales grupos de EVs ha sido descrito, considerando su tamaño, 

contenido y biogénesis. Los cuerpos apoptóticos (500-2000nm) son 

desprendimientos de la membrana celular, proveniente de células en estado de 

apoptosis. Las microvesículas (50-1000nm) emergen de la membrana celular, 

almacenando en su interior un amplio rango de contenido para ser llevado a las 

células diana. Y los exosomas (vesículas extracelulares pequeñas o sEVs, 40-200 

nm), los cuales son las EVs más pequeñas, sintetizados desde el cuerpo 
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multivesicular, y son caracterizados por la incorporación de un amplio cargo de 

miRNA (Saeedi et al., 2019). 

Un creciente número de publicaciones ha mostrado que el embarazo 

normal se caracteriza por un aumento en los niveles circulantes de sEVs 

provenientes de la placenta (Salomon et al., 2013; Zhang et al., 2020; Czernek y 

Düchler., 2020; Smith y Russell., 2022). En forma importante, también se ha 

mostrado que las mujeres con PE presentan un aumento aún mayor de los niveles 

de sEVs circulantes (Goswami et al., 2006; Sadovsky et al., 2020) provenientes 

muy probablemente desde la placenta (Cerdeira y Vatish., 2018).  

Por otro lado, a nivel cerebral, las sEVs circulantes actúan como 

reguladores de la homeostasis (Yáñez-Mó et al., 2015), y a nivel patológico, son 

las causantes de promover la neuroinflamación, degeneración, o reparación tisular 

dependiendo de su contenido (Andjus et al., 2020).       

Los mecanismos moleculares de estos fenómenos escapan al foco de esta 

tesis, sin embargo, indicar que existe evidencia suficiente de que las sEVs 

circulantes son capaces de atravesar la BHE (Rufino-Ramos et al., 2017; Ruan et 

al., 2021).  

 

sEVs placentarias y BHE 

La función de las sEVs placentarias presentes en el embarazo normal o en 

PE no se conoce con exactitud. Sin embargo, han sido asociadas a respuestas 

inmune materna para evitar la reacción inmunológica a antígenos fetales (Zhang et 

al., 2020), y remodelación de las arterias espirales uterinas (Dutta et al., 2020; 
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Taglauer et al., 2021) necesarias para un correcto intercambio gaseoso feto-

placentario y materno.  

Además, las sEVs liberadas desde la placenta hacia la circulación materna 

durante PE han sido asociadas con la fisiopatología de la enfermedad. Por 

ejemplo, el nivel de sEVs presentes en plasma de mujeres con PE podrían 

ocasionar injuria endotelial, inflamación sistémica, y disfunción coagulativa (Han et 

al., 2020), eventos los cuales se han relacionado directamente con la severidad de 

los signos clínicos de PE (Sergeeva et al., 2015).  

La evidencia actual no explica el proceso por el cual las sEVs placentarias 

generan daño endotelial, pero existen estudios que sugieren que, al ser 

estructuras de comunicación celular, pueden contener un cargo específico y 

potencialmente nocivo para las células endoteliales, como citoquinas 

proinflamatorias (TNFα), o moléculas oxidativas (ox-LDL), o micro RNAs (miRNA), 

entre otros (Awoyemi et al., 2020). En el caso particular de la BHE, escasos 

estudios han mostrado evidencia sobre el potencial rol dañino de las sEVs 

placentarias en PE (Gilani et al., 2016; Han et al., 2020; León et al., 2021).   

Al momento dos estudios han mostrado que las sEVs placentarias son 

capaces de alterar la BHE. El primero de Han et al, 2020, preguntándose si las 

sEVs placentarias que se encuentran elevadas en PE son las que producen el 

síndrome preeclámptico o son productos de la fisiopatología en sí. Para ello, 

aislaron sEVs desde placentas de mujeres con PE, y las inyectaron en ratones 

gestantes, demostrando la generación de un síndrome similar a PE (hipertensión y 

proteinuria). Además, al tratar células BEND3 (endotelio cerebral de ratón) con 

estas EVs placentarias de PE, evidenciaron disrupción la integridad de la 
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monocapa endotelial, mediante evaluación de permeabilidad celular a una 

molécula de alto peso molecular como dextrano 70 kDa. 

 El segundo, un trabajo de nuestro grupo en donde demostramos que las 

sEVs provenientes de plasma o de placentas hipóxicas son capaces de dañar la 

BHE in vitro e in vivo (León et al., 2021). Específicamente, células endoteliales de 

la microcirculación cerebral humana o hCMEC/D3 fueron sometidos a tratamiento 

con sEVs aisladas desde plasma de mujeres con PE o de sEVs provenientes de 

cultivos de explantes placentarios en condiciones de hipoxia, mostrando una 

reducción en la resistencia eléctrica transendotelial (TEER) y aumento de la 

permeabilidad a molécula fluorescente de alto peso molecular (dextrano 70 kDa). 

Además, cuando las sEVs provenientes de placentas cultivadas en hipoxia fueron 

inyectadas a ratones no gestantes, se visualizó a nivel cerebral hasta 3 veces 

mayor cantidad de extravasación del colorante Evans blue (EB), en comparación a 

tratamiento con sEVs placentarias en condición de normoxia (León et al., 2021).  

En ambos estudios, no se analiza cómo las sEVs podrían estar dañando 

específicamente la circulación cerebral, afectando una de sus principales 

funciones, como la de barrera. En este sentido, algunos estudios han relacionado 

a las sEVs secretadas en condiciones patológicas y su efecto sobre las uniones 

intercelulares en células endoteliales. Por ejemplo, Lapping-Carr et al., 2020, 

aislaron sEVs plasmáticas desde pacientes que presentan complicaciones con 

síndrome torácico agudo (ACS) por anemia falciforme (SCD). Expusieron células 

endoteliales microvasculares dermales con sEVs, evidenciando una disrupción 

endotelial debido a reducción significativa en niveles de mARN y de proteína VE-

cadherina. Complementariamente a este estudio, Gemel et al., 2020 demuestran 
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que las sEVs provenientes de pacientes con ACS asociado a SCD, inducen una 

disminución en la expresión de conexina 43 (Cx43), Zonula occludens 1 (ZO-1) y 

de las uniones adherentes en células endoteliales de la microvasculatura dermal 

humana (HDMEC). A pesar de estas evidencias, resaltamos que en PE no se 

conoce si las sEVs provenientes de placenta afectarían la expresión o función de 

TJs en la BHE.  

 

BHE y disrupción mediante alteración de TJs      

Una de las características fundamentales del endotelio cerebral es la 

presencia de un alto contenido de TJs, las mismas que impiden el paso de 

moléculas en forma intercelular (Runkle y Mu., 2013; Bauer et al., 2014; 

Hashimoto et al., 2019; Otani y Furuse., 2020). Así, las TJs son un complejos de 

proteínas transmembrana conformadas por claudinas, ocludina y moléculas de 

adhesión (JAMs), las mismas que a su vez son ancladas al citoesqueleto de actina 

mediante proteínas asociadas a membrana, específicamente a zonula 1 (ZO-1), 

todas ellas crítica para la estabilización de la BHE (Nzou et al., 2019) (Fig. 1). 

En particular, las claudinas (CLDN) son consideradas las proteínas 

primordiales y son determinantes en el establecimiento de la propiedad de barrera 

a nivel cerebral (Gunzel y Yu., 2013). Estas proteínas constituyen una gran familia 

de al menos 27 variantes, con un peso molecular aproximado de 26 kDa (Mineta 

et al., 2011). Entre estas variantes, claudina 5 (CLDN5) ha sido reconocida 

ampliamente como la TJs más importante en la BHE (Green et al., 2019). 
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Figura 1. Proteínas de unión estrecha y adherentes en las células endoteliales de 

la microvasculatura cerebral (Figura tomada de Knox et al., 2022). Las proteínas 

de unión estrecha incluyen Claudina-5, Ocludina y Zónula occludens (ZO-1,2,3). 

Claudina-5 y Ocludina son proteínas transmembrana, mientras que Zonula 

occludens son proteínas intracelulares. Las uniones adherentes incluyen 

componentes transcelulares, JAM (junction adhesión molecule), ESAM 

(endothelial cell adhesión molecule), PECAM-1 (platelet endotelial adhesión 

molecule) y Ve-cadherina. Las cateninas citoplasmáticas forman un complejo con 

VE-cadherina. El citoesqueleto de actina ayuda a anclar las proteínas de unión 

estrecha (Tight junctions) en las células endoteliales. 

 

El transcrito (RNA mensajero, mRNA) de CLND5 está presente en un nivel 

de más de 1000 veces comparado con las otras claudinas en endotelio cerebral, 

siendo la mayor claudina constitutiva de la BHE (Daneman et al., 2010). Además, 

se conoce que ratones deficientes de CLDN5 no sobreviven más de 10 horas tras 

el nacimiento, esto debido al desarrollo de edema cerebral severo (Nitta et al., 

2006). Adicionalmente, CLDN5 es la única proteína que contribuye a la reducción 

del movimiento de iones paracelulares y ayuda a estrechar la hendidura 
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paracelular (Stamatovic et al., 2016; Sweeney et al., 2019). En forma importante, 

la presencia de otras CLND como 1, 3 y 12, no son capaces de compensar la 

deficiencia de CLDN5 y mantener la integridad de la BHE (Nitta et al., 2006).  

Ocludina es una proteína transmembrana de 65 kDa que contribuye a la 

estabilización y optimiza la función de la BHE (Zhang et al., 2021). La degradación 

de ocludina producida por virus o bacterias se ha asociado a un aumento de 

permeabilidad en células endoteliales cerebrales (Moroi et al., 1998; Xu et al., 

2012). Aunque, se ha reportado que puede existir complejos de TJs bien 

establecidos inclusive en ausencia de ocludina (Schulzke et al., 2005). 

Zonula occludens (ZO-1) es una proteína citoplasmática de 225 kDa, que se 

asocia a las diferentes TJs de membrana, contribuyendo a una interfase entre 

estas proteínas y las fibras de actina del citoesqueleto (Stevenson et al., 1986; 

Umeda et al., 2006). La afinidad de ZO-1 a claudinas determina su vida media y 

funcionalidad en la BHE (Van Itallie et al., 2019). Así, bajo circunstancias 

patológicas, claudinas diferentes a CLDN5 se expresan compitiendo por la 

afinidad a ZO-1 o ZO-2 (Schlingmann et al., 2016). 

En cuanto a la alteración de las TJs en la disrupción de BHE presente en 

PE, la evidencia es controversial. Así, por ejemplo, se ha demostrado que ratas 

expuestas a un modelo de PE generado mediante la reducción en la presión de 

perfusión uterina (RUPP), generan una sobreexpresión de CLND1 en la zona 

cerebral posterior, mientras que los signos de edema cerebral se evidenciaron en 

la zona anterior del encéfalo. Así mismo, Ocludina y ZO-1 no mostraron 

diferencias significativas en niveles de expresión proteica (Warrington et al., 2014). 
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 Paralelamente, en nuestro laboratorio demostramos que células 

endoteliales cerebrales expuestas a plasma de mujeres con PE muestran signos 

de disrupción de la BHE sin cambios en los niveles de mARN de Ocludina o ZO-1 

(Bergman et al., 2020). Pese a ello, estas evidencias muestran la presencia de la 

proteína, sin indagar en su localización o su función. Por lo mismo, más estudios 

son necesarios, y en esta tesis buscaremos aportar en el análisis de la localización 

cerebral de las TJs en cerebros con disrupción de la BHE en un modelo que emula 

PE.      

 

Neuroinflamación en PE 

La neuroinflamación se considera como la respuesta inflamatoria dentro del 

parénquima cerebral o medular (DiSabato et al., 2016). La neuroinflamación es el 

escenario común en la fisiopatología de enfermedades neurológicas tanto agudas 

como crónicas a nivel del sistema nervioso central (SNC) (Chitnis y Weiner., 2017; 

Werry et al., 2019). Cuando consideramos las alteraciones agudas del SNC, la 

disrupción de la BHE comienza rápidamente tras el insulto, permitiendo que las 

proteínas plasmáticas entren al parénquima cerebral. La disrupción de la BHE 

temprana es mayormente debido a estrés oxidativo producto de especies reactivas 

del oxígeno (ROS) (Da Fonseca et al, 2014). Este daño inicial, afecta 

negativamente a la función de las TJs y el citoesqueleto de actina, lo que conlleva 

a su vez a la formación de edema cerebral neuroinflamatorio (Takata et al., 2021). 

No está claro aún si la disfunción de la BHE es causa o efecto de la 

neuroinflamación, aunque estudios recientes indican, que la disfunción endotelial y 
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disrupción de BHE es más bien un agravante en respuesta a la reactividad 

microglial del cerebro (Nishioku et al., 2009). 

El embarazo normal es un estado pro-inflamatorio controlado (Mor et al., 

2011; Ragsdale et al., 2019). Mientras que modelos animales de PE han 

demostrado consistentemente un aumento en los niveles de citoquinas 

proínflamatorias (Waker et al., 2021; Bellos et al., 2018) incluyendo interleucina 6 

(IL-6) (de Alwis et al., 2022) factor de necrosis tumoral alfa (TNF-), interleucina 1 

beta (IL-1) entre otros (Teran et al., 2001; Gatford et al., 2020; Chau et al., 2022).  

Además, se conoce que las citoquinas proinflamatorias circulantes 

producen disrupción de la BHE (Johnson et al., 2014; Li et al., 2016; Zhang et al., 

2016). Específicamente, los síndromes clínicos de accidentes cerebrovasculares 

isquémicos y hemorrágicos, PRES y edema cerebral observados en PE, se 

relacionarían con la presencia de altos nivel circulante de citoquinas inflamatorias 

como IL-6, IL-8 y TNF-α (Johnson et al., 2014; Li et al., 2016; Zhang et al., 2016). 

Pero si estas moléculas inflamatorias circulantes son causales o se generan como 

respuesta a la disrupción de la BHE aún no está claro (Huang et al., 2021). 

Numerosos reportes han mencionado que el plasma de mujeres con 

preeclampsia presenta elevados niveles de IL-6, una citoquina pro y 

antiinflamatoria (Teran et al., 2001; Madazli et al., 2003; Freeman et al., 2004; 

Jonsson et al., 2006). Esta citoquina además tiene un rol modulador de la función 

endotelial (Didion., 2017), lo cual sugiere la participación de esta citoquina en la 

generación de disfunción endotelial sistémica presente en PE (Lockwood et al., 

2008).  
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Otra citoquina que se encuentra elevada en la circulación de mujeres con 

preeclampsia es IL-8. La cual se ha asociado con una mayor capacidad de 

adhesión y movilidad de monocitos en la pared vascular (Arikan et al., 2011), 

generando un estado de excesiva inflamación sistémica, en contraparte de la 

fisiología gestacional materna normal (Pinheiro et al., 2013). 

Existe evidencia de que, en preeclampsia existen elevados niveles 

circulantes de TNF-α, producidos por la placenta isquémica (Duncan et al., 2018). 

Esta molécula proinflamatoria se ha asociado como un gatillante de los 

mecanismos por los cuales se establecería un elevado riesgo de encefalopatía en 

mujeres que cursan con PE (Nouh et al., 2014), y que se relacionaría directamente 

con el desarrollo del síndrome clínico y bioquímico de PE en un modelo animal en 

babuino (Papio hamadryas) (Sunderland et al., 2011). Por otro lado, TNF-α estaría 

asociado a la presencia de edema cerebral por disrupción de la BHE en el modelo 

RUPP en ratas (Warrington et al.,2015).  

 

Otros mediadores de la disfunción de la BHE en preeclampsia 

Factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) 

Junto al proceso inflamatorio, la disrupción de la BHE en preeclampsia ha 

sido asociada a la presencia de VEGF (Bergman et al., 2021; Torres-Vergara et 

al., 2022). Este es el factor angiogénico más importante (Holmes et al., 2005; 

Ferrara., 2009; Shibuya., 2011), pero además es un potente disruptor de la BHE 

(Argaw et al., 2006). Por ejemplo, se ha localizado la presencia de altos niveles de 

VEGF con zonas de reactividad astrocitaria producto de inflamación cerebral 

(Chapouly et al., 2015; Kim et al., 2022). Además, se ha asociado la 
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administración de VEGF exógeno en línea celular hCMEC/D3 y en ratones 

C57BL/6 con disminución en la expresión de CLDN5 y ocludina, provocando 

disrupción de la BHE, lo que a su vez incrementa la generación de más VEGF 

(Argaw et al., 2009), estableciendo un círculo vicioso nefasto para la BHE. 

Hallazgos propios del laboratorio (Bergman et al., 2021; Torres-Vergara et 

al., 2022) usando plasma de mujeres con PE para estimular células endoteliales 

cerebrales humanas muestran que uno de los mediadores de la disrupción de la 

BHE seria VEGF. Estos resultados confirman evidencia previa usando vasos 

sanguíneos de rata expuestos a plasma de PE (Johnson y Cipolla., 2018; Nemeth 

et al., 2022). En este sentido es interesante destacar que la inhibición del receptor 

de VEGF tipo 2 (VEGFR2 o KDR), revierte el daño de la BHE inducido por el 

plasma de mujeres con PE, lo cual sugiere su participación directa en este efecto 

(Schreurs et al., 2012; Torres-Vergara et al., 2022) 

Al momento no se conoce de donde proviene el VEGF que está presente en 

la circulación materna en PE, o cómo finalmente se activaría el VEGFR2 en el 

contexto de daño de la BHE. Esto es importante, cuando consideramos que en PE 

existe un aumento en los niveles del receptor de VEGF tipo 1 en su forma soluble 

(sFlt-1) (Levine et al., 2004; Karumanchi., 2016; Rana et al., 2022) el mismo que 

secuestra VEGF (Verrax et al., 2011; Matin et al., 2020). Más aún si consideramos 

que el VEGFR2 involucrado en el daño de la barrera en PE (Schreurs et al., 2012; 

Torres-Vergara et al., 2022), se encuentra en el extremo basolateral de la célula 

endotelial cerebral (Hudson et al., 2014). 
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En resumen: 

1. PE es un síndrome asociado a alta morbimortalidad materna debido a 

complicaciones cerebrovasculares a nivel mundial. 

2. Una alteración cerebrovascular importante en PE es el PRES, que 

afecta la parte posterior del cerebro, específicamente desde los lóbulos 

parietales, hasta el occipital y cerebelo. 

3. Las complicaciones cerebrovasculares de PE cursan con disrupción de 

la BHE, pero no se conocen los mecanismos fisiopatológicos. 

4.      Las sEVs provenientes de una placenta hipóxica, causan disrupción 

de la BHE en modelos in vitro e in vivo. 

5. No se conoce si las sEVs afectan directamente la expresión y/o 

localización de TJs, como mecanismo fisiopatológico de la disrupción de 

la BHE durante PE. 

6. Evidencia preclínica relaciona la generación de neuroinflamación, así 

como la activación de VEGFR2 con daño de la BHE en modelos de PE. 
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HIPOTESIS: 
 
Las vesículas extracelulares pequeñas aisladas de placentas hipóxicas dañan la 

barrera hematoencefálica con preferencia en el área posterior cerebral, lo cual se 

asociaría a alteración en la expresión de CLDN5 en el endotelio cerebral y 

aumento de citoquinas pro-inflamatorias y VEGF en la circulación. 

 

OBJETIVO GENERAL  

a. Evaluar si las vesículas extracelulares pequeñas extraídas de cultivos 

placentarios hipóxicos dañan la barrera hematoencefálica en áreas clínicamente 

relevantes (posterior) del cerebro, involucrando alteración en la expresión y/o 

localización de Claudina 5.  

b. Determinar si la inyección de vesículas extracelulares pequeñas provenientes 

de placentas hipóxicas incrementa los niveles circulantes de proteínas 

involucradas en la disrupción de la barrera hematoencefálica, como citoquinas pro-

inflamatorias y VEGF. 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS  

a. Determinar si las vesículas extracelulares pequeñas provenientes de placentas 

cultivadas en hipoxia dañan la barrera hematoencefálica de segmentos 

clínicamente relevantes del cerebro (posterior) en un modelo in vivo. 

 

b. Investigar si la disrupción de la barrera hematoencefálica generado por 

vesículas extracelulares pequeñas de placentas cultivadas en hipoxia o de plasma 
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de mujeres con preeclampsia se asocia a alteración en la expresión y/o 

localización de proteínas de uniones estrechas en el endotelio cerebral. 

 

c. Evaluar si existe un aumento en el nivel de citoquinas pro-inflamatorias y VEGF 

a nivel circulante, posterior a la inyección de vesículas extracelulares pequeñas de 

placentas cultivadas en hipoxia. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Humanos 

Para el aislamiento de sEVs circulante humanas, se utilizaron muestras de 

plasma sanguíneo, provenientes de la Universidad de Nottingham, Reino Unido.  

Las muestras fueron categorizadas en dos grupos gestacionales: embarazo 

normal (NP)(n=6) y PE (n=6). Las muestras estaban contenidas en tubos de 

heparina, las cuales se obtuvieron desde sangre entera, centrifugadas a 1500 rpm 

(10 minutos).  

La Universidad de Nottingham cumplió todos los criterios éticos para la 

obtención y mantención de las muestras sanguíneas. Así como también, se 

estableció convenio con la Universidad del Bio Bio para lograr la transferencia de 

las muestras al Biobanco perteneciente al Laboratorio de Fisiología Vascular. 

 

Animales 

La inclusión de animales en el presente proyecto está enmarcado dentro del 

estudio Fondecyt 1200250, que fue autorizado por el comité de ética y 

bioseguridad de la Universidad del Bio Bio, bajo los principios bioéticos de manejo 

humanizado de animales o “Tres Erres” (3R´). Este considera los tópicos de 

Reemplazo, Reducción y Refinamiento asociado a animales de experimentación 

(Russel y Burch, 1959). 

Para el siguiente proyecto, se utilizaron ratones (Mus musculus) sexo 

hembra, cepa C57BL/6, de entre 4 y 6 meses de edad, condición reproductiva no 

gestante. Estos animales fueron mantenidos permanentemente en el bioterio del 

Laboratorio de Fisiología Vascular, ubicado al interior de la Universidad del Bio 
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Bio, campus Fernando May - Chillán. Se mantuvieron bajo condiciones 

ambientales de humedad relativa (40-60%), temperatura del recinto (18-24 

°Celsius) y fotoperiodo (12 horas luz / 12 horas oscuridad, controlado por un 

temporizador automático), con manejo alimentario en base a pellet comercial 

Laboratory Rodent Diet 5001 (Labdiet®CA) y agua potable en bebedero, ambos 

de manera ad libitum. Además, los animales fueron sometidos a enriquecimiento 

ambiental desde antes de la experimentación y durante ésta, de manera tal de 

evitar influencias negativas en los resultados debido a estrés o patologías 

asociadas. Esto se realizó proveyendo a los animales con material para elaborar 

nidos, túneles e iglús de plástico y/o papel, material que estuvo siempre disponible 

para los animales.  

Se generaron 3 grupos experimentales: un grupo control (CTL, inyección 

endovenosa de suero fisiológico NaCl 0,9%), un grupo tratados con vesículas 

extracelulares placentarias aisladas de cultivos normoxicos (sEVs-Nor), y un 

grupo tratado con vesículas extracelulares placentarias aisladas de cultivos 

hipóxicos (sEVs-Hyp). 

 

Modelo de PE quirúrgico en ratón.  

Con el propósito de evaluar semejanzas entre modelos de daño de BHE en 

PE in vivo, se realizó el modelo quirúrgico de preeclampsia llamado RUPP, según 

lo previamente publicado (Li et al., 2012; Fushima et al., 2016; Morton et al., 

2019), con menores modificaciones en nuestro grupo (Lara et al., 2021).  

Ratones hembra C57BL/6 se sincronizaron los ciclos reproductivos (72 

horas). Esto se realizó dejando en la cercanía de la jaula de las hembras, a los 
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respectivos machos con los que se realizaría el apareamiento. Luego se juntaron 

los animales hembras y machos en relación 1:1 por cada jaula. Tras 24 horas, los 

animales se separan, constatando la presencia de tapón vaginal en la hembra, lo 

cual confirmaba que había existido apareamiento. Se consideró día 0 post coito la 

mañana en la cual se separan ambos animales. Luego de 12 días, se procedió a 

confirmar el desarrollo de gestación. Esto se realizó pesando las hembras 

(WantBalance®, Jiangsu, China) evidenciándose que las hembras gestantes 

aumentaron de peso en 20% como mínimo con respecto al día 0 post coito. Esto 

fue considerado como preñez efectiva para posterior cirugía. 

Al confirmarse el desarrollo de gestación, las hembras aptas para realizar la 

cirugía el día 14,5 post coito, fueron divididas en 2 grupos (RUPP y SHAM). En 

ambos grupos se les administró 1mg/ml de acetaminofeno (1 mg/ml, p/v)  y 

tramadol clorhidrato (0.2 mg/ml, v/v) en infusión oral que se mantuvo hasta el día 

18,5 post coito (sacrificio), como manejo analgésico preventivo, ya que las dosis 

terapéuticas en el ratón demoran 24 horas en alcanzarse. En la cirugía, los 

animales fueron sometidos a anestesia general con isoflurano inhalado (inducción 

4%; mantención 2%), manteniendo los animales en plataforma calefactora (36-

37°Celsius) y lubricando el globo ocular con lágrimas artificiales de Hipromelosa. 

Tras lograrse el plano quirúrgico necesario (confirmando la ausencia de reflejo 

podal), se procede a generar un campo quirúrgico aséptico. Llegado a este punto, 

se realizó una incisión de 5 mm en la línea media abdominal bajo la cicatriz 

umbilical, utilizando bisturí (hoja n°21). Una vez alcanzada la cavidad abdominal, 

se exteriorizaron ambos cuernos uterinos grávidos con fórceps, hasta visualizar la 
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totalidad de fetos. Tras identificar la zona ovárica y púbica, se obliteraron las 

arterias ováricas y uterinas bilateralmente, en 4 puntos totales, utilizando electro 

cauterizador de baja temperatura (730°Celsius) (BoVie® low temperature, Florida, 

USA). Al ser visualizada la reducción del diámetro de las arterias uteroplacentarias 

con un mínimo de 60-70%, se procedió a reintroducir los fetos, cerrando las capas 

abdominales en dos planos con suturas absorbibles multifilamento Glicosorb® 5/0.  

     Posterior a la cirugía, los animales fueron inyectados con tramadol 

clorhidrato (2 mg/kg vía subcutánea, dosis única). Finalmente, los animales son 

devueltos a sus jaulas respectivas para recuperarse de la anestesia (normotermia 

y actividad motora), utilizando lámpara infrarroja de 250 watts durante 60 minutos 

aproximadamente.  

Los animales del grupo SHAM (control quirúrgico), se procedió de igual 

manera que aquellos animales sometidos a cirugía RUPP, con la excepción de 

que en los animales SHAM, no se cauterizaron las arterias ováricas o uterinas. 

Ambos grupos continuaron hasta el día 18,5 de gestación, siendo 

sometidos nuevamente a anestesia general, con el fin de extraer 100 µl de sangre 

entera para obtener suero sanguíneo, y recibir una inyección del colorante Evans 

Blue 2% (2 µl/gramo de peso corporal) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.) 

reconstituido en suero fisiológico NaCl 0,9% mediante venopunción yugular (20 

min), lavado del excedente de EB por perfusión intracardiaca con PBS 1X (3ml por 

animal) y fijación con paraformaldehído 4% (3 ml por animal).  

Los cerebros extraídos de estos animales fueron mantenidos en 

paraformaldehído 4% (4°C x 24 h), para posteriormente ser seccionados en matriz 

cerebral de ratón adulto, con cortes de 100 μm (coronal). Por tanto, el cerebro fue 
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seccionado en 9 segmentos, permitiendo distribuir las secciones en 3 anteriores, 3 

intermedias y 3 posteriores (incluyendo cerebelo). Luego estos cortes histológicos 

fueron directamente visualizados en lupa estereoscópica y se registraron las 

fotografías de cada segmento en su cara anterior, para su posterior cuantificación 

digital (León et al., 2021). 

 

Aislamiento de vesículas extracelulares   

     Las sEVs placentarias fueron obtenidas del Biobanco perteneciente al 

Laboratorio de Fisiología Vascular, previamente generadas por León et al., 2021. 

Adicionalmente, se aislaron sEVs de plasma de embarazo normal (NP) y 

preeclampsia (PE) utilizando el mismo protocolo usado previamente en el 

laboratorio (identificadas en sección HUMANOS; ver más abajo en detalle). 

En breve, para generar las sEVs, se utilizó protocolo de Miller et al., 2005, 

con el cual se incluyeron placentas de embarazo normal de 38-41 semanas de 

gestación de no más de 3 horas desde el alumbramiento (consentimiento 

informado entregado y firmado por cada paciente). Este protocolo fue autorizado 

por el comité de bioética del Hospital Herminda Martín - Chillán. 

Se extrajeron desde las placentas y usando tijeras estériles, 4 secciones de 

100 gramos, desde el lado materno placentario. Luego, se lavaron los explantes 

con abundante PBS1x a 4° C para extraer la mayor cantidad de sangre y detritus. 

Luego los explantes pasaron a incubación en placas de 100 mm con 20 ml de 

medio de cultivo 200 (Gibco, Lot:1749507) suplementado con 2% de suero bovino 

fetal, 100 IU/ml de penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina (solución total 

depletada de nanopartículas por ultra centrifugación), para estabilizar los 
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explantes por 2 horas en incubadora a 37ºC con 21% de oxígeno y 5% de CO2. 

Tras la estabilización, se vuelven a lavar abundantemente con PBS1x a 37°C, y se 

renueva el medio de cultivo, para posteriormente ser destinados a dos grupos de 

cultivo: el primero, en condiciones de normoxia (8 % O2 sEVs-Nor) y el segundo, 

en hipoxia (1 % O2 sEVs-Hyp). Condiciones en las cuales se mantuvieron por 18 

horas a 37°C. 

Para el aislamiento de sEVs desde los medios condicionados de placentas 

o de plasmas, se utilizó protocolo de Thery et al., 2006, utilizando centrifugaciones 

diferenciales, culminadas con una ultra centrifugación más prolongada. Las sEVs 

de placenta y plasma fueron caracterizadas previamente en términos de su 

número, tamaño y marcadores proteicos (Leon et al., 2021).    

 

Evaluación de vesículas extracelulares mediante Western blot 
 

Se analizó el nivel de proteínas asociadas a angiogénesis, proteínas TJs y 

marcador placentario (PLAP, fosfatasa placentaria) humano en las muestras de 

sEVs-Nor, sEVs-Hyp y sEVs aisladas desde plasma de mujeres NP y PE.  

Primeramente, las muestras fueron cuantificadas mediante BCA Protein 

Assay Kit (BCA Protein Assay Kit, Prod #23227), siguiendo protocolo del 

fabricante del Kit. Luego se realizó ensayo Western Blot, utilizando 70 µg de 

proteínas. Las membranas obtenidas se incubaron con anticuerpos primarios 

VEGF (Santa Cruz Biotechnology, INC, Europe; (JH121): sc- 57496, dilución 1: 

2000 v / v), PlGF (Santa Cruz Biotechnology, INC, Europe; (37203.111): sc- 

57402, dilución 1: 1000 v / v) Flt-1/VEGFR1 (Santa Cruz Biotechnology, INC, 

Europe; (D2): sc- 271789, dilución 1: 1000 v / v), Flk-1/KDR/VEGFR2 (Santa Cruz 
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Biotechnology, INC, Europe; (A-3): sc-6251, dilución 1: 1.000 v / v ), CLND5 

(Santa Cruz Biotechnology, INC, Europe; (A-12): sc-374221, dilución 1: 1.000 v / 

v), Ocludina (Santa Cruz Biotechnology, INC, Europe; (E-5): sc-133256, dilución 1: 

1.000 v / v), ZO-1 (Santa Cruz Biotechnology, INC, Europe; (R40.76): sc-33725, 

dilución 1: 1.000 v/ v) y PLAP (Santa Cruz Biotechnology, INC, Europe; (8B6): sc- 

47691, dilución 1: 1000 v / v) durante 18 horas a 4°C, utilizando segmento 

membrana nitrocelulosa. Se utilizó la tinción de Rojo Ponceau (sección 72kDa) 

como control de carga.  

Tras finalizar el periodo de incubación, se procedió a lavar las membranas 

con TBS 1x Tween 20. Luego las membranas fueron incubadas por 2 horas con 

anticuerpo secundario (dilución 1:5000, v / v) conjugado con peroxidasa Anti-

Mouse IgG (Thermo Scientific, CA; Sigma-Aldrich, MO 63103, USA.) en el caso de 

VEGF, PlGF, PLAP, CLDN5, Ocludina, ZO-1. Para Flt-1/VEGFR1 y Flk-

1/KDR/VEGFR2 se utilizó anticuerpo secundario (dilución 1: 3.000, v / v) 

conjugado con peroxidasa Anti-Rabbit IgG (Thermo Scientific, CA; Sigma-Aldrich, 

MO 31210, USA.) por 2 horas. A continuación, las membranas fueron lavadas y se 

incubaron con solución Westar Antares ECL substrate (Cyanagen, Italy) (dilución 

1:1 v / v). Finalmente, se procedió a realizar el revelado mediante equipo receptor 

de luminiscencia GeneGnome XRQ (Syngene, California, USA) por 2 minutos 

(exposición) y digitalizadas en formato TIFF. Las bandas obtenidas se 

cuantificaron mediante el software ImageJ 1.48 (Instituto Nacional de la Salud, 

USA.).  

 

 

Universidad del Bío-Bío. Red de Bibliotecas - Chile



34 
 

Inyección de sEVs placentarias 

Los procedimientos de inyección endovenoso en los animales estudiados 

se realizaron bajo anestesia general con isoflurano inhalado (Isoflurano USP 

Baxter, Chile) (inducción 5% - mantención 2%, vaporizado con aire ambiental) 

usando un sistema de anestesia (Somnosuite low flow anesthesia system ®, Kent 

Scientifics, Connecticut, USA). Paralelamente, se mantuvo el control de 

temperatura corporal usando una plataforma térmica (Mice Warming platform®, 

Kent Scientifics) y lubricación ocular bilateral con lágrimas artificiales (Hipromelosa 

0,7%, Pharmatek Chile SPA).  

Para la inyección de sEVs, se prepararon 200 µg (Xian et al., 2017) de 

sEVs-Nor y sEVs-Hyp en suspensión hasta lograr un volumen final máximo de 100 

µl con suero fisiológico NaCl 0.9%, según metodología previamente descrita en 

nuestro laboratorio (León et al., 2021). Las sEVs reconstituidas se inyectaron de 

forma aséptica con jeringa de insulina (aguja 30 gauge) en la vena yugular externa 

de los animales. Tras la inyección los animales fueron desconectados de la 

máscara anestésica y monitorizados hasta que recuperen la actividad motora 

coordinada y temperatura corporal de 36-37°C. Esta recuperación se realizó 

colocando los animales bajo una lámpara infrarroja de 250 watts por 30 minutos 

aproximadamente.  

 

Obtención de muestras sanguíneas de ratón  

Se obtuvieron muestras sanguíneas de los animales a las 6 y 24 horas post 

inyección de sEVs (Nor e Hyp) (previamente a la administración de solución 

colorante EB endovenoso, ver más abajo). Los volúmenes sanguíneos máximos 
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de extracción de sangre en el ratón adulto (o mayor a 20 gramos de peso) no 

superaron el 10% del volumen circulante (Sadler y Bailey, 2013), evitando de esta 

manera que se produjese hipotensión, o alteraciones de la frecuencia cardiaca o 

bienestar animal. De forma paralela, se realizó una restitución preventiva de los 

volúmenes circulantes extraídos con suero fisiológico NaCl 0,9%. Para la 

extracción de muestras sanguíneas se consideró la punción de la vena yugular 

externa contralateral a ser utilizada para la inyección de sEVs (Nor e Hyp) o NaCl 

0,9%(CTL), como se describió anteriormente. Las muestras de sangre se 

colocaron en tubos Eppendorf, sin anticoagulante, para obtención de suero 

sanguíneo mediante centrifugación (1.400 rpm x 10 minutos). Posteriormente, las 

muestras de suero fueron almacenadas a -80°C hasta su análisis. 

 

Evaluación de suero sanguíneo de ratón mediante Dot blot 
 

Se analizó el nivel de proteínas asociadas a angiogénesis, inflamación y 

PLAP, en las muestras de suero sanguíneo murino post 6 y 24 horas de la 

inyección de tratamientos con sEVs-Nor y sEVs-Hyp. Luego de la cuantificación de 

la concentración de proteínas, se realizó ensayo Dot blot. Este se realizó con 

membrana de nitrocelulosa de 0,2 µm (Bio-rad Laboratories, Cod: 1620112, 

California, EE. UU) siguiendo protocolo del fabricante. Brevemente, usamos 50 µg 

(volumen final 2µl para todas las muestras) de proteínas para impregnarlas en la 

membrana. Las membranas obtenidas se bloquearon e incubaron con anticuerpos 

primarios VEGF, PlGF, Flt-1/VEGFR1, PLAP, e IL6 (Santa Cruz Biotechnology, 

INC, Europe; (C12-1-hIL-6): sc- 32296, dilución 1: 1000 v / v) e Interleucina 8 (IL8) 

(Santa Cruz Biotechnology, INC, Europe; (C-11): sc- 376750, dilución 1: 1000 v / 
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v) durante 18 horas a 4°C, en concentración similar a la usada en western blot 

(indicado previamente). La membrana de nitrocelulosa teñida con Rojo Ponceau 

se usó como control de carga. 

Tras finalizar el periodo de incubación, y sus respectivos lavados, las 

membranas fueron incubadas por 2 horas con anticuerpo secundario según lo 

indicado previamente en la sección de Western blot. Las marcas obtenidas (dots, 

puntos) se cuantificaron mediante el software ImageJ 1.48 (Instituto Nacional de la 

Salud, USA.). 

 

Evaluación neurológica seriada           

Antes y después de la inyección de las vesículas, se evaluó 

cuantitativamente el compromiso neurológico en los animales usando la Escala 

Rápida de Coma y Comportamiento Murino (RMCBS, por sus siglas en Ingles) 

(Carroll et al, 2010). La escala RMCBS evalúa 10 parámetros, cada uno con un 

puntaje de 2, y el puntaje máximo de 20, considerado como evaluación normal. 

Cada animal fue completamente evaluado en 3 minutos en dos periodos de 90 

segundos, con mínimo estrés e intervención del operador. Las evaluaciones 

fueron grabadas y el análisis fue realizado independientemente del grupo 

experimental. Adicionalmente, todos los experimentos fueron generados en 

comparación head-to-head, es decir se evaluaron en forma paralela animales de 

los grupos experimentales. 

La escala RMCBS esta validada para detectar la existencia de síndrome 

clínico neurológico (Carroll et al., 2010). Esta evaluación se realizó en el tiempo 0, 

3, 6, 12 y 24 horas, siendo el tiempo 0 previo a la inyección endovenosa de sEVs. 
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Todas las evaluaciones fueron registradas con los animales sin anestesia, ni 

sedación. 

Brevemente, los animales fueron extraídos individualmente de su jaula en el 

tiempo estimado y se posicionaron en una cubierta acrílica de fondo ranurado 

(perteneciente al mismo habitáculo), con dimensiones establecidas de 31,8 cm 

largo; 19,8 cm de ancho; y 10,5 cm de alto. En este habitáculo se aplicó la escala 

según se indica en la Tabla 1. 

 

Medición de presión arterial y pulso  

Al inicio (tiempo 0) y luego de 24 horas tras inyección de las sEVs, se midió 

la presión arterial y pulso de cada animal usando un sistema no invasivo (CODA®, 

Kent Scientifics, USA) (Feng et al., 2009; Lara et al., 2022). Las mediciones se 

realizaron bajo anestesia (isoflurano 2%), y consideró un periodo de estabilización 

hemodinámica de 3 minutos previo a todas las mediciones.  De estas mediciones 

se consideraron los valores de presión arterial sistólica, diastólica y presión arterial 

media; así como también la medición de la frecuencia cardiaca. Para la estimación 

del valor, se consideró un mínimo de 3 ciclos regulares y homogéneos.  

 

Inyección de Evans blue (EB) y análisis de cerebros 

Una vez finalizado el periodo de 6 y 24 horas de tratamiento con sEVs-Nor, 

sEVs-Hyp, los animales recibieron una inyección del colorante EB 2% (2 µl/gr de 

peso corporal) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.) reconstituido en suero 

fisiológico (NaCl 0,9%) mediante venopunción yugular. Tras 20 minutos en 

circulación, los animales fueron eutanasiados con una sobredosis de isoflurano 
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inhalado. En forma paralela se realizó la técnica de perfusión intracardiaca 

anteriormente descrita. Tras la muerte y fijación completa del animal, se les 

decapito y extrajo el cerebro, registrando su peso fresco.   

Los cerebros fueron mantenidos en paraformaldehído 4% (4°C x 24 h), para 

posteriormente ser seccionados en matriz cerebral de ratón adulto, siguiendo el 

mismo protocolo utilizado en los animales sometidos al modelo RUPP 

anteriormente descrito. 

Tabla 1. Escala Rápida de Coma y Comportamiento Murino (RMCBS).  

Item Puntuación 
 

Descripción 
 

COORDINACIÓN   
Marcha 0-2 Ninguna-Atáxica-Normal 

Equilibrio 0-2 
Sin extensión corporal - 

Extensión delantera pared - 
Elevación completa 

EXPLORACIÓN   

Habilidad motora 0-2 
Ninguno - 2 a 3 esquinas en 
90 segundos - 4 esquinas en 

15 segundos 
FUERZA Y TONO   

Posición corporal 0-2 
Decúbito lateral – Encorbado 

– Extensión total 

Fuerza apendicular 0-2 

Hipotónico, sin sujeción – 
Tracción débil (fuerte solo 

anterior) – Tracción fuerte (se 
aleja activamente) 

REFLEJOS Y 
AUTOPRESERVACIÓN 

  

Reflejo retirada 0-2 
Ninguno – Unilateral – 

Instantáneo y bilateral (en 3 
intentos) 

Reflejo aural 0-2 
Ninguno – Unilateral – 

Instantáneo y bilateral (en 3 
intentos) 

Reflejo podal 0-2 
Ninguno – Unilateral – 

Instantáneo y bilateral (en 3 
intentos) 
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Agresividad 0-2 
Ninguno- Muerde con corte 
cola – Muerde previo corte 

cola (en 5 segundos) 
COMPORTAMIENTO DE 

HIGIENE 
  

Acicalamiento 0-2 
Pelaje desorganizado – 

polvoriento/piloerección – 
normal/ brilloso 

 

Cuantificación de extravasación de EB 

En las imágenes de cada segmento cerebral, se procedió a cuantificar la 

intensidad (moda) de canal azul mediante histograma color (software ImageJ®), la 

cual se distribuye entre 0 y 240. Para seleccionar los segmentos con evidencias 

de extravasación y disrupción de la BHE, se cuantificó una muestra cerebral de 

ratón como control positivo de EB (animal inyectado con colorante pero sin 

proceso de perfusión intracardiaca con PBS1x ni paraformaldehído 4% 

respectivos). Esta estandarización determinó que el colorante EB alojado a nivel 

cerebral, presenta intensidades entre 75 y 110 del histograma.  

Una vez obtenidos los valores de todos los segmentos con respecto a su 

intensidad de color azul (moda), se procedió a seleccionar solo aquellos 

segmentos que poseen intensidades entre 75 y 110 (correspondiente a EB de 

referencia), considerándolos positivos a extravasación del colorante. Los valores 

se expresan como el porcentaje de segmentos positivos a EB en cada animal 

(tratamiento), por áreas cerebrales (segmentos anteriores, intermedios o 

posteriores) a las 24 horas post inyección de sEVs. 
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Western blot en tejido cerebral de ratón. 
   

Las proteínas de cada segmento cerebrales fueron extraídas de las 

muestras obtenidas a las 6 horas post inyección de sEVs. Primeramente, las 

muestras fueron preparadas en tampón de lisis (Tris HCL, pH 8, 20 mM; NaCl 137 

mM; EDTA 2 mM; glicerol al 10%, Nonidet P-40 al 1%) más inhibidor de proteasas 

(Thermo Scientific, CA, EE. UU.). Luego se homogenizan durante 5 minutos a 

5000 rpm. A continuación, las muestras se centrifugaron a 2.000 g a 4 ° C durante 

20 minutos. Se extrajo el sobrenadante proteico y se cuantificaron las muestras 

por BCA Protein Assay Kit (BCA ProteinAssay Kit, Prod #23227), con 

espectrofotómetro a 620 nm (EPOCH, BioTek Instruments, USA). Posteriormente, 

50 μg de proteínas fueron utilizados para ensayos de Western blot, según lo 

indicado anteriormente. Las proteínas de interés fueron CLDN5 (Santa Cruz 

Biotechnology, INC, Europe; (A-12): sc- 374221, dilución 1: 1000 v / v), PLAP 

(Santa Cruz Biotechnology, INC, Europe; (8B6): sc- 47691, dilución 1: 1000 v / v) y 

IBA1 (Santa Cruz Biotechnology, INC, Europe; (1022-5): sc- 32725, dilución 1: 

1000 v / v). Se usó β-actina (Sigma Aldrich, MO, EE. UU., Clon AC-74, dilución 1: 

15000 v / v) como control de carga. 

  

Cultivo celular de endotelio cerebral de ratón (BEND/3) 

Células bEnd.3 fueron cultivadas en medio de cultivo Gibco™DMEM 

(catalog: 12491015, ThermoFisher Scientific, USA) a 37ºC, 21% oxígeno y 5% de 

CO2 en placas de 60 mm. Una vez alcanzada la confluencia necesaria (80%), las 

células fueron mantenidas con 1000 µl de medio de cultivo, y fueron tratadas con 

100 µg de sEVs (6 h, v/v). Tras la incubación, se eliminó el medio condicionado 
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lavándolas con PBS 1x 37°Celsius. Luego se procedió a extracción de proteínas 

con 60 µl de tampón de lisis (Tris HCL, pH 8, 20 mM; NaCl 137 mM; EDTA 2 mM; 

glicerol al 10%, Nonidet P-40 al 1%) más inhibidor de proteasas (Thermo 

Scientific, CA, EE. UU.). Las placas fueron colocadas sobre Gelpack congelado 

para proceder a raspado de la placa con espátula plástica, así extrayendo el 

contenido proteico celular. 

El sobrenadante de las extracciones celulares fue usado para la 

cuantificación de proteínas y luego para análisis de Western Blot para la 

identificación de CLDN5, como fuera descrito previamente.  

 

Internalización de vesículas extracelulares en línea celular hCMEC/D3 
 

Se utilizó PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Mini Kit (MINI67-1KT, 

Sigma-Aldrich, Distributed for Phanos Technologies) para marcar 

fluorescentemente las sEVs, basando en protocolo modificado previamente en el 

laboratorio ajustándose a este experimento (León et al, 2021). 

Se usaron, 100 µg de muestra de sEVs-Nor o sEVs-Hyp que fueron 

marcadas con PKH67 (2µM) por 5 minutos a temperatura ambiente. Cumplido el 

tiempo, las sEVs Nor o Hyp + PKH67 diluido y PBS 1x + PKH67 diluido (control 

negativo) son traspasadas a tubos Amicon Ultra 100 kDa (Millipore, UFC510096), 

y se realizaron lavados con PBS 1x (depletado de nanopartículas) seguidos por 

centrifugaciones a 2500 g x 20 minutos. 

Para realizar el ensayo de internalización de sEVs marcadas con PKH67, 

se utilizó línea celular de endotelio cerebral humano (hCMEC/D3) cultivadas en 

placas de cultivo de 24 Wells (Corning® Costar® TC-Treated Multiple Well Plates, 
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USA), con inserto de vidrio circular de 12mm x 0.14mm, con medio EndoGro TM 

MV Supplement Kit (Catalog #SCME004-S, Lot # 3035216) a 37ºC con 21% de 

oxígeno y 5% CO2, como fuera descrito previamente por nuestro grupo (León et 

al., 2021). 

Alcanzando un 80% de confluencia celular, las células son tratadas con las 

sEVs (100 µg) marcadas con PKH67, y mantenidas por 30 minutos en 2 

condiciones. La primera condición es nuevamente en estufa de cultivo a 37ºC 

(21% O2 - 5% CO2) para visualizar el ingreso de sEVs. La segunda condición es 

tratando las células con frío, generando dormancia celular a 4°C (21% O2 - 5% 

CO2) para evaluar si el ingreso de sEVs es dependiente o no de energía celular 

(Bonsergent et al, 2021). 

Finalizados ambos experimentos, se procedió a lavar cada pocillo con PBS 

a 37°C y luego se les añadió 200 l de PFA 4% por 10 minutos. Se lavan 

nuevamente con PBS 1x a 4°C, para finalmente incubar por 10 minutos con 200 l 

de solución DAPI (dilución 1:1000, v / v).  

Luego de finalizada la incubación con DAPI, se montaron los insertos con 

células en portaobjetos respectivos, aplicando a cada uno 3 l de DAKO Mounting 

Medium (CS70330-2; Agilent Technologies, CA-USA). Usando microscopio de 

fluorescencia EVOS FL Cell Imaging System (Model: AMF4300, ThermoFisher 

Scientific, USA), se procede a capturas de imágenes en canales DAPI/FITC con 

ocular 10x y objetivo 100x (oil). 
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Resistencia eléctrica transendotelial (TEER) 
 

Se cultivaron células hCMEC/D3 en placas de 24 wells, con inserto 

Transwell de 0,8 µm (COSTAR, 24 Well Plate, Ref # 3422, Lot #28816041, USA) 

previamente tratados 18 horas con colágeno tipo I de cola de rata (CORNING, 

Discovery Labware, Ref # 354236, Lot # 6207007, USA) y mantenidas en medio 

EndoGro TM MV Supplement Kit (Catalog # SCME004-S, Lot # 3035216) a 37ºC, 

21% oxígeno y 5% de CO2. El parámetro utilizado para determinar la presencia de 

alta confluencia celular (mínimo 80%), por desarrollo integro de monocapa 

endotelial, fue la medición de TEER utilizando equipo Epithelial Voltohmmeter 

EVOM2 (Model EVOM2, Serial # 174695, World Precision Instruments, USA).  

 Mediciones de TEER basales mínimos de 200 milivolts se consideraban 

aceptables como indicativo de monocapa endotelial (estandarización previamente 

establecida en el laboratorio). Una vez obtenidos estos valores de TEER 

aceptables, se deprivarón las células utilizando medio basal EndoGro sin 

suplementos, y luego de 6 horas de estabilización, se registró la primera medición 

de TEER (previo a tratamiento de sEVs) utilizando el equipo. Inmediatamente, se 

administraron 100 µg de proteínas de sEVs-Nor o sEVs-Hyp en la cámara superior 

del transwell, dejándola en incubador por 12 horas, 37ºC con 21% O2 y 5% CO2.  

Una vez cumplido el tiempo de tratamiento, se midió nuevamente la TEER, 

definiéndola como la valoración final del experimento (valores que posteriormente 

se convirtieron a Ohms (Ω) para su análisis. Se calculó el porcentaje de cambio 

del TEER en función de la medición previa a la incubación con sEVs, usando la 

siguiente formula ((TEER final – TEER inicial) x 100) /TEER inicial. 
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Permeabilidad celular a dextrano 70kDa 
 

Posteriormente, a los experimentos de TEER, se realizó determinación de 

permeabilidad celular a molécula fluorescente de alto peso molecular. Se uso 50 µl 

de solución FITC dextrano 70 kDa (ChemCruz, sc-263323, Lot # B0717) a una 

concentración de 4 µM, previamente calentada a 37ºC, en la cámara superior, 

dejando en incubación por 30 minutos.  

Posterior a ese tiempo, se procede a recoger el medio de la cámara inferior 

del transwell en tubos eppendorf ámbar, y se almacenaron a -20ºC. Se utilizó 

equipo espectrofotómetro (EPOCH, BioTek Instruments, USA) con filtros de 

fluorescencia a 485 nm y de referencia a 540 nm para determinar las unidades de 

fluorescencia presentes en el medio colectado, como indicador de disrupción de la 

monocapa endotelial, y consiguiente paso del fluoroforo hacia la cámara inferior de 

cultivo. 

 

Fraccionamiento celular en hCMEC/D3 
 

Células hCMEC/D3 fueron tratadas por 6 y 12 horas con sEVs-Nor o sEVs-

Hyp, y 3 horas con sEVs aisladas desde plasma de embarazo normal (NP) y 

preeclampsia (PE) para detectar proteína total. Adicionalmente se trató durante 12 

horas con sEVs (Nor o Hyp) y 3 horas con sEVs de NP o PE a células hCMEC/D3 

para realizar fraccionamiento celular, (protocolo descrito por Kauffman et al., 1990; 

Troncoso et al., 2017; Graham., 2020).  

Para detección de proteína en fraccionamiento celular, el tampón de lisis 

extraído con células fue dispuesto en tubos Eppendorf para realizar homogenizado 

y aumentar el fraccionamiento de las células, utilizando una jeringa de insulina de 
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1000ul y aguja de 27gauge, realizando 15 aspiraciones procurando producir la 

menor cantidad de burbujas. Luego se procedió a realizar centrifugaciones 

seriadas: la primera es a 2.000 rpm x 10 minutos, obteniendo un pellet (núcleo) y 

sobrenadante (citoplasma + membrana celular). Se aspiró con pipeta el 

sobrenadante y se pasó a un nuevo tubo eppendorf, para ser centrifugado a 

14.000 rpm x 30 minutos. Finalmente, se obtuvo en la muestra un sobrenadante 

(citoplasma) y un pellet (membrana celular), esta última fracción fue suspendida 

en 20ul de tampón lisis (previamente descrito). Tras esto, las muestras se 

almacenaron a -80°Celsius para su posterior utilización. 

Una vez obtenidas las proteínas totales (3, 6 y 12 horas post sEVs) y 

fracciones celulares (membrana y citoplasma celular post 3 y 12 horas de sEVs) 

se procedió a cuantificar las proteínas totales mediante BCA Protein Assay Kit 

(BCA Protein Assay Kit, Prod #23227), siguiendo protocolo del fabricante del Kit. 

Posteriormente, se realizó el ensayo Western Blot, detallado previamente, 

utilizando 50 μg de proteínas para la detección de CLND5 (Santa Cruz 

Biotechnology, INC, Europe; (A-12): sc-374221, dilución 1: 1.000 v / v) como fuera 

descrito previamente. 

 

Tamaño muestral 

 El “n” muestral para cada ensayo in vitro se calculó mediante la fórmula de 

comparación de dos medias con un nivel de confianza del 95%, poder estadístico 

de 90%, precisión de 0,21 y varianza de 0,009, y se obtuvo un “n” mínimo de 4 por 

grupo de estudio.  
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En el caso del cálculo para ensayos in vivo, se utilizó un nivel de confianza 

del 95%, poder estadístico de 90%, precisión de 2 y varianza de 1.130, resultando 

un “n” de 6 animales por grupo (Fernández et al., 2010).  

Ambos cálculos consideran los valores de cambio encontrados en estudios 

previos con administración de vesículas extracelulares placentarias (León et al., 

2021). 

 

Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos se compararán mediante análisis ANOVA 

paramétrico o no paramétrico, según sea apropiado. Los análisis serán 

expresados como media ± S.E.M.   p<0,05 es considerado estadísticamente 

significativo.  

Se utilizó GraphPad Prism 7.0a (GraphPad Software, San Diego, CA) para 

el análisis estadístico de los datos. 
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RESULTADOS 

1. Western blot de sEVs aisladas de cultivos placentarios 

 La caracterización en número y tamaño de las sEVs fue previamente 

publicada por nuestro grupo (León et al., 2021). En este trabajo, se procedió a 

analizar parcialmente el contenido de estas vesículas. Así, se observó que las 

sEVs provenientes de cultivos placentarios hipóxicos (sEVs-Hyp) poseen mayor 

cantidad de VEGF (Fig. 2B), PLGF (Fig. 2C) y el marcador específico placentario, 

PLAP (Fig. 2F) con respecto al grupo sEVs-Nor. No se evidenciaron diferencias 

significativas en el contenido de FLT1, ni KDR entre ambos grupos estudio (Fig. 

2D y 2E, respectivamente). 

 

2. Dot blot de suero sanguíneo de ratón  

 Los resultados obtenidos mediante Dot blot de suero obtenido de ratones a 

las 6 horas tras la inyección endovenosa de sEVs-Nor o sEVs-Hyp, evidencia que 

aquellos animales del grupo sEVs-Hyp presentan un aumento (62%) en los niveles 

de VEGF (Fig. 2H), PLGF (73%, Fig. 2I) y PLAP (73 % Fig. 2K) con respecto al 

grupo control. Los niveles de PlGF y PLAP además fueron significativamente 

distintos entre el grupo sEVs-Hyp y sEVs-Nor. Paralelamente, se observa una 

reducción en los niveles circulantes de FLT1 tanto en los grupos sEVs-Nor como 

sEVs-Hyp con respecto a CTL (45 %, Fig. 2J). 

 
3. Evaluación clínica general de los ratones expuestos a sEVs 
 

Se determinó mediante RMCBS el estado neurológico y general de los 

animales inyectados con sEVs-Nor y sEVs-Hyp. Se encontró que aquellas ratonas 
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tratadas con sEVs-Hyp presentan una disminución significativa en el puntaje total 

de la escala, a partir de las 3 horas (Fig. 3A), lo cual fue además progresivo hasta 

el final de la evaluación (24 h), respecto al grupo CTL o sEVs-Nor. Este fenómeno, 

no se encontró en aquellos animales inyectados con sEVs-Nor. 

 

Figura 2. Contenido de sEVs aisladas de cultivos placentarios, y proteínas 

presentes en la circulación a las 6 horas post tratamiento con sEVs-Nor y 

sEVs-Hyp. A. Western blot de proteínas asociadas a sEVs provenientes de 

cultivos placentarios, control de carga ponceau. B. Vascular endothelial growth 

factor (VEGF). C. Placental growth factor (PLGF). D. Receptor 1 de VEGF o Fms 

Related Receptor Tyrosine Kinase 1 (FLT1). E. Kinase Insert Domain Receptor o 

receptor 2 de VEGF (KDR). F. Placental alcaline phospatase (PLAP). G. Dot blot 

de proteínas asociadas a angiogénesis y marcador placentario en suero 

sanguíneo de ratón 6 horas post sEVs. H. Niveles relativos de VEGF. I. PLGF. J. 
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FLT1. Y K. PLAP a nivel circulante. Morado: CTL; Anaranjado: sEVs-Nor; Verde: 

sEVs-Hyp. Cada punto representa una extracción independiente o animal de 

experimentación. Los valores se expresan en medias  SEM. * p<0,05; ** p<0,01; 

*** p<0,001. 

 

Específicamente, cuando analizamos los resultados considerando los 

parámetros evaluados en la escala, encontramos que la reducción en el puntaje 

total del grupo sEVs-Hyp se asocia a déficits en los parámetros neurológicos como 

la fuerza, coordinación y reflejos espinales (Fig. 3B). Mientras que, no se 

evidencian diferencias significativas con la habilidad de exploración del animal, ni 

el comportamiento de higiene. 

 
 
Figura 3. Escala RMCBS y evaluación cardiovascular 24 horas post 
tratamiento con sEVs. A. RMCBS total (puntaje máximo y normal es 20 puntos). 
B. RMCBS específico (%ΔRESPECTO BASAL=porcentaje de cambio según su 
propio basal), a las 24 horas. C. Frecuencia cardiaca (FC x minuto) y D. Presión 
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arterial media (PAM), al tiempo 0 (inicial-basal) y 24 horas post tratamiento con 
sEVs. Morado: CTL; Anaranjado: sEVs-Nor; Verde: sEVs-Hyp. Cada punto 
representa una extracción independiente o animal de experimentación. Los 

valores se expresan en medias  SEM. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; 
****p<0,0001. 
 

Además, se evidenció una marcada reducción de la frecuencia (bradicardia) 

(Fig. 3C), que se asoció con reducción significativa de la presión arterial media en 

el grupo sEVs-Hyp con respecto a su propio basal (Fig. 3D). En el grupo sEVs-Nor 

también se observó una reducción significativa en la presión arterial media con 

respecto a su propio basal. 

 

4. Disrupción de la BHE in vivo 
 

Los animales tratados con sEVs-Hyp presentan un mayor peso fresco del 

cerebro a las 24 horas post tratamiento (Fig. 4A).  Externamente, al momento de 

extraer los cerebros post evaluación clínica, los animales tratados con sEVs-Hyp, 

presentaban mayor cantidad de extravasación de EB (Fig. 4B) en comparación 

con aquellos tratados con sEVs-Nor. Además, al cortar los cerebros en segmentos 

específicos, se evidenció que los animales tratados con sEVs-Hyp presentan una 

mayor cantidad de segmentos positivos a EB en el parénquima cerebral (Fig. 4D) 

y que éste se alojaba preferencialmente en la zona posterior (Fig. 4C y 4E, zona 

occipital y cerebelo).  

En experimentos paralelos simulando PE, encontramos que los animales 

preñados y sometidos a RUPP presentaban (al cuarto día post-cirugía) una mayor 

cantidad de segmentos positivos a EB, y que igualmente este colorante se ubicaba 

en la zona posterior del encéfalo, en comparación con animales SHAM (Fig. 4F y 

4G). 
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Figura 4. Análisis de cerebros tras 24 horas de sEVs y cerebros de ratonas 

gestantes sometidas a RUPP. A. Peso fresco de cerebros a las 24 horas de 

inyección de sEVs. B. Imagen representativa exterior de los cerebros extraídos. C. 

Extravasación de EB en la zona cerebral posterior de los grupos estudio. D. 

Cuantificación de segmentos positivos a EB considerando todos los segmentos 

cerebrales y E. Correspondientes a la zona posterior del cerebro de los grupos 

estudio. F. Imagen representativa de segmentos positivos a EB en la zona 

posterior de grupos SHAM v/s RUPP y G. Cuantificación de segmentos positivos a 

extravasación de EB en todos los segmentos, o en la zona posterior del cerebro 

en el modelo RUPP. Morado: CTL; Anaranjado: sEVs-Nor; Verde: sEVs-Hyp. 

Cada punto representa una extracción independiente o animal de 

experimentación. Los valores se expresan en medias  SEM. * p<0,05; ** p<0,01; 

*** p<0,001. 
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5. CLND5 en tejido cerebral de ratón y línea celular BEND3 tratados con sEVs 
placentarias 
 

Inicialmente, buscamos identificar la presencia de PLAP en los extractos de 

cerebro analizados. Pero, con la técnica utilizada (western blot), esto no pudo ser 

posible en ninguna de las secciones analizadas de los animales expuestos a 

sEVs-Nor o sEVs-Hyp (6 h) (Fig.S2B). 

 

Figura 5. CLDN5 en segmentos cerebrales y células BEND/3 tras 6 horas de 

tratamiento con sEVs. A. Cuantificación CLDN5 total en las tres áreas cerebrales 

estudiadas y B. En cada una de las secciones cerebrales generadas. C. Imagen 

representativa de experimento con sEVs en células BEND/3. D. Cuantificación 

CLDN5 en células BEND/3 tratadas con sEVs durante 6 horas. Morado: CTL; 

Anaranjado: sEVs-Nor; Verde: sEVs-Hyp. Cada punto representa una extracción 
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independiente o animal de experimentación. Los valores se expresan en medias  

SEM. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****p<0.0001. 

 

Pese a ello, encontramos que los animales tratados con sEVs-Hyp 

presentan una reducción significativa en la cantidad de CLDN5 en la zona anterior, 

media y posterior del cerebro en comparación con los animales tratados con sEVs-

Nor. Mientras que en comparación con el grupo CTL, esta reducción fue 

significativa únicamente en la zona posterior cerebral (Fig. 5A). En el caso de 

sEVs-Nor, por el contrario, se observa un aumento significativo de esta proteína 

en la zona anterior cerebral (Fig. 5A).   

Además, de evidenció en una segunda instancia, el perfil de cambio que 

tiene CLDN5 a nivel de todos los segmentos cerebrales a las mismas 6 horas.  En 

el caso de los cerebros de animales inyectados con sEVs-Hyp se encontró una 

reducción significativa en los segmentos 7, 8 y 9 respecto a las mismas secciones 

en los animales tratados con sEVs-Nor (Fig. 5B). Estas secciones corresponderían 

al área occipital y cerebelo. En cambio, aquellos animales tratados con sEVs-Nor 

el aumento observado en el análisis total, se debería principalmente al aumento 

presente en la sección 1 del cerebro, la cual corresponde al bulbo olfatorio (Fig. 

5B). 

Paralelamente a las 6 horas post sEVs, se evidenció en los mismos 

segmentos cerebrales posteriores, en que ocurre una reducción de CLDN5 en 

grupo sEVs-Hyp, que existe además una reducción de HIF y VEGF (con respecto 

a sEVs-Nor y CTL respectivamente), sin cambios significativos en FLT-1 

(Fig.S2C). 
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6. Internalización de sEVs placentarias marcadas con PKH67 en línea celular 
hCMEC/D3. 
 
 En busca de translación hacia el contexto humano, realizamos ensayos in 

vitro usando células endoteliales de la microcirculación cerebral humana 

(hCMEC/D3). Inicialmente, mostramos que las sEVs marcadas con PKH67 son 

captadas por células hCMEC/D3 (30 min) (Fig. 6A), sin diferencias significativas 

en la cantidad de fluorescencia emitida entre sEVs-Nor y sEVs-Hyp. Sin prejuicio 

de ello, la fluorescencia detectada en células tratadas con sEVs fue 

significativamente mayor a las del grupo control (sin sEVs) (Fig. 6B).  

 

Figura 6. Modelo in vitro de sEVs en línea celular hCMEC/D3. A. Imágenes 

representativas con microscopia de fluorescencia de células hCMEC/D3 

internalizando sEVs marcadas con PKH67 a 37oC o 4oC. B. Cuantificación 
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fluorescencia de los experimentos indicados en A (30 min). C. Ensayo de 

resistencia eléctrica transendotelial (TEER) y D. Ensayo de permeabilidad de 

monocapa celular al traspaso de dextrano 70 kDa en células hCMEC/D3 tratadas 

con sEVs por 12 horas. E. Western blot CLDN5 a las 6 horas o F. 12 horas post 

tratamiento con sEVs G. Fraccionamiento celular (C: citoplasma y M: membrana) a 

las 12 horas post sEVs. Morado: CTL; Anaranjado: sEVs-Nor; Verde: sEVs-Hyp. 

Cada punto representa una extracción independiente o animal de 

experimentación. Los valores se expresan en medias  SEM. * p<0,05. 

 

Además, a fin de detectar que se trata de un fenómeno de captación activa, 

los experimentos fueron realizados a 4oC, mostrando que la marcación 

fluorescente no es detectada en esta condición experimental (Fig. 6B).  

 
7. Disrupción de la BHE in vitro por sEVs-Hyp 
 
 Analizamos la función de barrera de las hCMEC/D3 en presencia de sEVs. 

Los valores de TEER disminuyeron tras 12 horas de tratamiento con sEVs-Hyp 

(Fig. 6C) en comparación con sEVs-Nor. Complementariamente, los grupos 

tratados con sEVs-Nor o sEVs-Hyp aumentan la permeabilidad al paso de 

Dextrano 70 kDa, en comparación con el control (sin sEVs). No encontramos 

diferencias significativas en la permeabilidad entre células tratados con sEVs-Nor 

o sEVs-Hyp (Fig. 6D). 

 
8. CLDN5 en células hCMEC/D3 tratadas con sEVs 
 

Las hCMEC/D3 tratadas con sEVs-Hyp presentan una reducción 

significativa (48%) de CLDN5 respecto al grupo CTL a las 6 horas de exposición 

(Fig. 6E).  

Estos hallazgos ya no son visibles cuando analizamos CLDN5 a las 12 

horas post tratamiento con sEVs (Fig. 6F). Aunque, en experimentos de 
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fraccionamiento celular, vemos que existe una disminución significativa de CLDN5 

presente en la membrana celular en presencia de sEVs-Hyp (12 h), en 

comparación con el grupo control (Fig. 6G).   

 
9. Marcadores de inflamación en ratonas tratadas con sEVs 
 

Al analizar los sueros obtenidos de los animales tratados con sEVs a las 6 

horas, no se encuentran diferencias significativas en los niveles circulantes de IL-6 

e IL-8 en los animales tratados con sEVs-Nor o sEVs-Hyp (Fig. 7A, 7C Y 7E).  

Aunque, cuando realizamos nuevamente esa misma evaluación, pero tras 

24 horas de sEVs, se observa que los animales tratados con sEVs-Hyp presentan 

mayores niveles de IL-6 e IL-8 (38% de aumento en ambos casos) en 

comparación con CTL y sEVs-Nor (Fig. 7B, 7D Y 7F). 

 

Figura 7. Marcadores proinflamatorios circulante y cerebrales en ratonas 
tratadas con sEVs. A. Dot blot de interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8) en 

Universidad del Bío-Bío. Red de Bibliotecas - Chile



57 
 

suero de ratón tratado con sEVs por 6 horas, con sus respectivas cuantificaciones 
(C y E). B. Dot blot de IL-6 e IL-8 en suero de ratón tratado con sEVs por 24 
horas, con sus respectivas cuantificaciones (D y F). G. Diseño experimental para 
análisis de IBA1 en tejido cerebral de la zona posterior a las 6 horas post sEVs. H. 
Western blot de IBA1 según lo indicado en G, y su respectiva cuantificación (I). 
Morado: CTL; Anaranjado: sEVs-Nor; Verde: sEVs-Hyp. Cada punto representa 
una extracción independiente o animal de experimentación. Los valores se 

expresan en medias  SEM. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. 
 

Paralelamente, se evaluó los niveles de proteína IBA1 (marcados de 

microglía) a nivel cerebral de la zona posterior tras 6 horas de la inyección de 

sEVs, pero no encontrando diferencias significativas entre los grupos analizados 

(Fig. 7G, 7H y 7I). 

 
10. sEVs aisladas de plasma de preeclampsia reduce el nivel de CLDN5 en 
hCMEC/D3   
 
 En busca de traslación de los experimentos in vivo e in vitro, incluimos el 

análisis de sEVs aisladas de plasma de mujeres con embarazo normal (sEVs-NP) 

o preeclampsia (sEVs-PE).  

Encontramos que las sEVs-PE poseen mayores niveles de VEGF y FLT1 

(Fig.8B y 8D), pero menor nivel de PLAP (Fig.8F) con respecto a las sEVs-NP. No 

se encontraron diferencias significativas con respecto a proteínas PlGF y KDR 

entre ambos grupos (Fig.8C y 8E). 

El tratamiento con sEVs de PE genera una reducción en el nivel de CLDN5 

con respecto a aquellas tratas con sEVs de NP, pero sin diferencias con respecto 

al basal (Fig 8G). En experimentos de fraccionamiento celular, encontramos una 

disminución (63%) de los niveles de CLDN5 en la membrana celular de las células 

tratadas con sEVs-PE con respecto a las células tratadas con sEVs-NP (Fig. 8H). 
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Figura 8. sEVs aisladas de plasma de mujeres embarazadas (normal y 

preeclampsia) y su efecto sobre CLDN5 en hCMEC/D3. A. Western blot de 

proteínas contenidas en las sEVs de embarazo normal (NP) y preeclampsia (PE). 

B. VEGF, C. PlGF, D. FLT1, E. KDR y F. PLAP G. Ensayo Western blot de 

proteína total y H. Fraccionamiento celular, para detectar niveles CLDN5 en 

células hCMEC/D3 tratadas por 3 horas con sEVs de NP y PE. Morado achurado: 

CTL; Anaranjado achurado: NP; Verde achurado: PE. Cada punto representa una 

extracción independiente o animal de experimentación. Los valores se expresan 

en medias  SEM. * p<0,05; *** p<0,001. 
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DISCUSION 

Las alteraciones cerebrovasculares en mujeres con preeclampsia (PE) 

poseen una alta morbimortalidad materno-fetal. En este trabajo, se estudió el rol 

que cumplirían las sEVs-Hyp, modelo que emula a una condición existente en PE, 

sobre la disminución en los niveles CLDN5, proteína indispensable para una BHE 

normal. Además, estos cambios se asocian con un alto contenido de VEGF al 

interior de estas sEVs-Hyp, sugiriendo su participación en la disrupción de BHE. 

Adicionalmente, se determinó cuáles son las consecuencias neurológicas de estos 

hallazgos, y que son clínicamente relevantes para las mujeres que cursan con PE. 

Por tanto, esta tesis sugiere que las sEVs de placenta, con un contenido alto de 

VEGF, son capaces de dañar la BHE por un mecanismo que involucra reducción 

de CNLD5 en el endotelio cerebral. 

 

Daño en la BHE inducido por sEVs 

Las mujeres que padecen preeclampsia pueden presentar una disrupción 

de la BHE (Cipolla., 2013; Hammer y Cipolla., 2015; Kucuk et al., 2018; Bergman 

et al., 2021; León et al., 2021; Friis et al., 2022). Esta lesión primaria, puede 

constituir el evento inicial y crucial para desarrollar signos de deficiencia 

neurológica asociados a esta patología hipertensiva del embarazo. Además, las 

complicaciones cerebrovasculares en preeclampsia tales como epilepsia, 

accidente cerebrovascular, entre otros, son de gran relevancia clínica ya que 

constituyen la principal causa de muerte materna en preeclampsia (Kane et al., 

2013; Hammer y Cipolla., 2015; Cipolla y Biller., 2017; Miller., 2019; Sidorova et 

al., 2021; Escudero et al., 2022).  
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En este estudio, analizamos los efectos de la administración de sEVs 

provenientes de cultivos de explantes de placentas cultivados en condición de 

hipoxia (1% O2), y los comparamos con aquellas sEVs extraídas de placentas 

cultivadas en normoxia (8% O2), o con situación control (sin sEVs). Los resultados 

confirman nuestros hallazgos originales (León et al., 2021), mostrando una 

disrupción de la BHE in vivo e in vitro en presencia de sEVs-Hyp. Para dilucidar el 

mecanismo de este fenómeno, analizamos los niveles de CLDN5 en 9 segmentos 

cerebrales, distribuidos en 3 áreas mayores.  Bajo este esquema, la disrupción de 

la BHE fue mayormente en el área posterior del cerebro, correspondiente a la 

zona occipital y cerebelar de los animales sEVs-Hyp, siendo este un hallazgo no 

descrito previamente en la literatura. Aunque, se conoce que la isquemia en el 

área posterior del cerebro es más frecuentemente asociada con alta morbilidad 

(30%) y mortalidad considerando todos los ACV isquémicos del cerebro 

(Mehndiratta et al, 2021).  

El área posterior del cerebro (occipital y cerebelar) tiene ciertas 

características anatómicas-funcionales que podrían explicar porque el daño de la 

BHE es más frecuente en este sector. Así, la circulación del cerebro posterior es 

originada de vasos sanguíneos vertebrales cervicales. Estos vasos, a su vez, son 

de menor diámetro, y distribuyen menor irrigación (equivalente al 20% del flujo 

sanguíneo cerebral total) en comparación con las zonas anteriores del cerebro, 

irrigadas por la arteria carótida interna y sus ramificaciones (Nouh et al., 2014). 

Estas diferencias anatomo-funcionales se presentan también en la especie Mus 

musculus (Porcello et al., 2014), aunque en esta especie no se conoce sobre la 

magnitud de cambio en el flujo sanguíneo cerebral a nivel posterior. Si bien, en 

Universidad del Bío-Bío. Red de Bibliotecas - Chile



61 
 

esta tesis no analizamos el flujo sanguíneo cerebral, proponemos que estos 

cambios anatomo-funcionales hacen que el segmento posterior del cerebro sea 

más proclive que otros segmentos del cerebro a daños vasculares (Aygün et al., 

2010; Hasbún et al., 2012; Bushnell et al, 2014; McDermott et al., 2018; Chao et 

al., 2020 y Bergman et al., 2022). Adicionalmente, si estas arterias son más 

estrechas, es posible que los vasos a nivel posterior también presenten 

adaptaciones en su capacidad de barrera. En esta tesis, indagamos la presencia 

de CLDN5, como una de las TJs fundamentales para la BHE. 

 Así, los resultados muestran que la disrupción de la BHE tanto in vivo 

como in vitro se asocian a reducción en los niveles de CLDN5, tan temprano como 

a las 6 horas post tratamiento. Estos hallazgos concuerdan con lo descrito por 

Sugiyama et al., 2023 reportando bajos niveles de ARNm CLDN5 en modelos in 

vivo de ACV isquémico tan temprano como las 3 horas, cambios que se 

mantienen incluso hasta 48 días post ACV. La reducción de CLDN5, como 

mecanismo de daño de la BHE ha sido mencionado en otras patologías 

cerebrovasculares como enfermedad de Alzheimer y Parkinson (Desai et al., 

2007), o esquizofrenia (Green et al., 2019).  

En PE, poco se conoce sobre la expresión y función de CLND5. Así, por 

ejemplo, Liévano et al., 2006 describe que la placenta de PE presenta disminución 

de los niveles de CLDN5, posiblemente asociada a la poca perfusión sanguínea, 

en comparación con placentas de embarazo normal. Acercándonos a PE y 

alteraciones cerebrovasculares, se ha mostrado en un modelo de ratas gestantes 

que recibieron el inhibidor de la síntesis de óxido nítrico, L-NAME, que los bajos 

niveles de ARNm de CLDN5 en tejido cerebral de los animales, se relacionan 
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negativamente con el desarrollo de disfunción cognitiva (analizado mediante test 

de campo abierto) y el aumento del porcentaje de agua en tejido cerebral, 

indicativo de edema cerebral (ShamsEldeen et al., 2021). 

Con respecto a los cambios obtenidos a las 12 horas en modelos in vitro, 

vemos que tras el insulto producido por la administración de sEVs-Hyp en células, 

se encuentra una reducción de la abundancia de CLND5 en la membrana celular 

de endotelio cerebral humano, pese a que no encontramos diferencias en la 

cantidad total (presente en membrana y citoplasma). Estos resultados concuerdan 

con lo descrito por Sladojevic et al., 2019, en donde utilizaron un modelo de 

isquemia/reperfusión con células mBMEC (células de la microvasculatura cerebral 

de ratón), obteniendo como resultados aumento de la permeabilidad asociado a 

disminución en la expresión y relocalización de CLDN5 desde la membrana. No 

conocemos los mecanismos de la reducción de CLND5 en membrana, sin 

embargo, se ha demostrado que CLDN5 puede ser internalizada (mediado por 

caveola-1) hacia el citosol, generando cambios desfavorables en la resistencia 

eléctrica y permeabilidad celular en células endoteliales cerebrales de ratón (Yu et 

al., 2021).  

 

Eventual daño directo en relación con sEVs 

En esta tesis evidenciamos que las sEVs-Hyp pueden ingresar a las células 

endoteliales de la microvasculatura cerebral, que se asocia a disrupción de la 

BHE, y un síndrome neurológico temprano, compatible con afectación 

cerebrovascular que ocurre en PE. Los resultados, sugieren una comunicación 

entre la placenta y la BHE vía sEVs. En este sentido, normalmente durante la 
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gestación existe una constante producción de sEVs desde los tejidos fetales 

(como la placenta) que alcanzan el torrente sanguíneo materno que podrían 

establecer una comunicación a distancia con los tejidos blanco (Buca et al., 2020; 

Smith y Russell., 2022; Gebara et al., 2021), como el cerebro. En esta tesis, 

proponemos que esta comunicación podría ser directa. Esto ya que evidenciamos 

en nuestro modelo in vivo, que la inyección de sEVs-Hyp genera cambios clínicos 

en forma temprana (a partir de las 3 horas), sin promover una respuesta 

inflamatoria sistémica (mediado por IL-6 y IL-8) o local (IBA1), al menos a las 6 

horas post inyección. Este resultado sugiere entonces que las vesículas 

inyectadas que son de origen humano, y que generan daño de la BHE, podrían no 

estar asociadas a la ocurrencia de un rechazo inmunológico/inflamatorio, al menos 

en las primeras 6 horas post exposición.   

Analizando la respuesta inflamatoria, se ha descrito que existen altos 

niveles de interleucinas proinflamatorias (específicamente IL-6 y IL-8) en PE, 

generando un desbalance entre los factores inflamatorios y antiinflamatorios 

(Vilotic et al., 2022; Wang et al., 2022). Nuestros resultados a las 24 horas post 

inyección de sEVs-Hyp concuerdan con estas publicaciones. En este sentido, el 

aumento de IL-6 y IL-8 circulante en PE ha sido asociado también a daño 

placentario y disfunción endotelial, dos eventos claves en la fisiopatología de la 

enfermedad (Yang et al., 2016; Bellos et al., 2018; Wang et al., 2021). Existe 

evidencia que IL-6 genera disrupción de la BHE (Takeshita et al., 2021). Mismo 

escenario ocurre con IL-8 (Sun et al., 2016) y TNF-α (Nishioku et al., 2010; Cheng 

et al., 2018). Particularmente en el caso de TNF- α en el contexto de PE, se sabe 

que a nivel circulante esta aumentado (Sunderland et al., 2011; Trisnawati et al., 
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2020), y que este aumento es capaz de generar un daño de la BHE (Warrington et 

al., 2015). En particular, plasma de mujeres con preeclampsia (con alto contenido 

de TNF- α), o TNF- α directamente (Cheng et al., 2018) inducen un aumento de la 

permeabilidad de la BHE. Los mecanismos de este daño se asocian a la 

activación de su receptor TNFR1 (Connell et al., 2013; Cipolla et al., 2012), ya que 

la inhibición del mismo, revierten el daño de la BHE. Además, y de forma 

importante, este factor tiene la capacidad de estimular no solo su receptor 

específico, sino también transactivar a VEGFR2 (KDR) mediante la tirosina kinasa 

epitelial/endotelial (Etk/Bmx), un correptor de TNF- α que puede transestimular 

KDR (Zhang et al., 2003). Esto es de especial relevancia, ya que se conoce que la 

activación de VEGFR2 es necesaria también para la generación de daño de la 

BHE observados en modelos in vitro que simulan PE (Amburgey et al., 2010; 

Furuya et al., 2011; Bergman et al., 2021; Torres-Vergara et al., 2022; Escudero et 

al., 2023). Pese a ello, son necesarios más estudios para dilucidar el rol de estas y 

otras citoquinas en la génesis del síndrome de preeclampsia.  

Paralelamente a los resultados de citoquinas circulantes, los resultados de 

IBA1 en tejido cerebral no evidencian cambios significativos, lo cual no concuerda 

con los resultados obtenidos de Buscemi et al., 2019. Estos autores muestran que, 

tras un insulto de isquemia y reperfusión de 30 minutos en ratones, se evidencia 

un aumento significativo en IBA1 (y de GFAP, un marcador de astrocitos). Sin 

embargo, otro estudio similar realizado por Yoon et al., 2018, evidencia aumento 

de marcadores neuroinflamatorios como IBA1 recién a las 24 – 48hrs, por lo que 

nos hace pensar que en nuestro modelo sería importante reevaluar los tiempos de 

evaluación y específicamente el marcador a estudiar. 

Universidad del Bío-Bío. Red de Bibliotecas - Chile



65 
 

Potencial causante de este daño: VEGF 

En esta tesis, encontramos que las sEVs-Hyp o sEVs extraídas de plasma 

de mujeres con preeclampsia generan una reducción en los niveles CLND5 en 

células endoteliales cerebrales. Sin embargo, cómo las vesículas son capaces de 

reducir la expresión y/o función de esta TJs, se desconoce. Pensamos que el 

contenido de las vesículas sería crucial para dicho fenómeno. Esto se apoya con 

resultados preliminares en el laboratorio, en donde al romper las sEVs mediante 

sonicación, encontramos que el efecto sobre la reducción de CLN5 desaparece 

(resultados no mostrados). Entonces, es posible pensar en que factores presentes 

en las sEVs serían capaces de dañar la BHE.  

Entre las múltiples posibilidades, en esta tesis encontramos que las sEVs-

Hyp presentan altos niveles de VEGF y PlGF, sin cambios en sFlt-1 o KDR. Por 

tanto, estos resultados sugieren la existencia de un desbalance entre ligandos y 

receptores de la familia de VEGF (Chaballe et al., 2011; Kim et al., 2021; Tian et 

al., 2023). En este sentido, evidencia previa (Amburgey et al., 2009), y de nuestro 

laboratorio (Bergman et al., 2021; Torres-Vergara et al., 2022), indican que el 

plasma de mujeres con preeclampsia (que contiene sEVs) son capaces de dañar 

la BHE, lo cual es bloqueado por un antagonista de KDR. Estos hallazgos 

sustentan la idea que un factor circulante, es capaz de activar este receptor. Dado 

que las sEVs poseen VEGF, que activa KDR a diferencia de PlGF (Luttun et al., 

2002 y Zhou et al., 2021), es posible suponer que este factor pudiera ser una de 

las moléculas de señalización capaz de inducir cambios en la permeabilidad por 

disminución de CLND5. Además, las sEVs también podrían proteger a algún factor 

circulante de la degradación, y entregarlo directamente a la célula blanco. Esta 
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posibilidad es interesante en el contexto de VEGF, ya que los receptores KDR, se 

encuentran en la parte basal de la célula, haciendo difícil su acceso (Worzfeld et 

al., 2016). Además, es interesante mencionar que, según nuestros hallazgos, la 

zona posterior cerebral posee menores niveles de VEGF, quizá como un 

mecanismo protector endógeno. Este hallazgo concuerda con lo publicado por Tan 

et al., 2019, bloqueando la síntesis de VEGF astrocitario in vivo, para permitir la 

reparación de la BHE post ACV. Sin embargo, más estudios son necesarios para 

dilucidar estas posibilidades. 

 

¿Que tienen las sEVs que las hacen dañinas para la BHE? 

 El contenido de las sEVs es un estudio que demanda el uso de tecnologías 

“omicas” con las cuales no contamos en nuestra universidad, y además son muy 

costosas. Como una aproximación experimental, buscamos la presencia de 

conocidas proteínas con potencial disruptor sobre la BHE, como el VEGF (Liu et 

al., 2022; Argaw et al., 2012; Croll et al., 2004; Zhang et al., 2016; Wang et al., 

2020). Específicamente en el escenario de PE, Amburgey et al., 2010, muestran 

que el plasma de PE disrumpe la BHE. En forma importante, este daño se revierte 

cuando se bloquea el receptor-2 de VEGF. Adicionalmente, Bergman et al., 2020 

reportan un incremento en ARNm de receptor 2 de VEGF post tratamiento con 

plasma de PE usando endotelio cerebral humano. Estas evidencias se aproximan 

a la hipótesis de que VEGF al interior de las sEVs podría ser el potencial causante 

de la disrupción en la BHE evidenciada en este estudio. Puntualmente, es claro 

que las sEVs pueden atravesar la BHE (Awoyemi et al., 2022; Ramos-Zaldivar et 

al., 2022), y por tanto liberar su contenido en el interior de alguna o todas las 
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células que componen esta estructura. En el caso de las células endoteliales del 

cerebro, es también importante conocer que el receptor de VEGF, denominado 

VEGFR2 o KDR, se encuentra ubicado en la parte basolateral de la célula (Davis 

et al., 2010). Por lo mismo, inaccesible a los ligandos circulantes. Creemos 

entonces que el VEGF al ser incorporado en las sEVs podría atravesar la célula 

endotelial cerebral en forma “segura”, y una vez este al lado basolateral celular, 

activar a su receptor específico.  Esto explicaría al menos en parte la paradoja 

planteada previamente por nuestro grupo (Torres-Vergara et al., 2022), en donde 

el daño de la BHE en preeclampsia cursa con activación de KDR, pese a los altos 

niveles circulantes de otro receptor de VEGF (sFlt-1), cuya función justamente es 

evitar la activación del primero.  Claramente, más estudios son necesarios en este 

aspecto. 

 

Consecuencias Neurológicas  

Tras analizar neurológicamente a los animales inyectados con sEVs-Hyp, 

estos evidencian desarrollo de síndrome neurológico desde las 3 horas posterior a 

la administración endovenosa; valoración que empeoró hasta las 24 horas post 

administración. Los déficits neurológicos observados concuerdan con las zonas 

que evidencian disrupción de la BHE. En este sentido, para la correcta aplicación 

del RMCBS, es necesario que el animal posea intactas las zonas cerebrales 

encargadas de generar un adecuado estado mental, disposición espacial corporal, 

y propiocepción, las cuales están controladas por el área fontal, parietotemporal y 

occipitocerebelares, respectivamente (Creed et al., 2011 y Parvez y Ohtsuki., 

2022). Nuestros resultados sugieren, que los animales con los déficits 
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neurológicos producto de sEVs-Hyp son animales que tienen afectación de rutas 

cerebrales que regulan la actividad motora y propioceptiva (que involucra balance, 

coordinación y postura corporal), o respuesta a reflejos espinales o, alteración en 

la zona principalmente cerebelar. Esta hipótesis se sustenta con lo propuesto por 

otros autores (Vinueza Veloz et al., 2014; Al Sagheer et al., 2018), quienes 

analizan los efectos de alteraciones cerebelares sobre déficit neurológico en 

modelos animales. Por otro lado, es difícil poder asegurar mediante la evaluación 

neurológica realizada, que éstos presentaban dificultades visuales que pudiesen 

hacer que los animales no respondieran adecuadamente a las pruebas 

exploratorias. Esto sería de particular relevancia, para comprender otras 

afectaciones que presentan mujeres con PE (Yacong et al., 2015 y Cvitkovic et al., 

2021). Sin prejuicio de ello, también se conoce en humanos que los signos clínicos 

clásicos de severidad de preeclampsia, como visión borrosa, no son buenos 

predictores de daño cerebrovascular (Bergman et al., 2014).  

 

Signos de edema cerebral vasogénico 

Adicionalmente a lo descrito, macroscópicamente se constató la presencia 

de mayor peso fresco a las 24 horas, en aquellos cerebros de animales inyectados 

con sEVs-Hyp, lo cual es atribuible a formación de edema cerebral. Esta evidencia 

concuerda con resultados de modelos de accidente cerebrovascular descritos por 

otros autores (Sugiyama et al., 2018; Guo et al., 2020). En esta investigación 

vemos que el peso fresco es mayor en los animales sEVs-Hyp (≈20%). Esto se 

concluye al analizar el  peso fresco en la escala normal de peso cerebral en 

ratones adultos hembra C57BL6 del Laboratorio Jackson (2023). Por tanto, es 
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posible suponer que el aumento de peso se asocia a edema vasogénico. Cuyo 

mecanismo, involucraría la disminución de CLDN5. 

 

Niveles fisiológicos de CLDN5 en cerebro 

 Chiva et al., 2021 describe que los niveles de CLDN5 son diferentes entre 

las zonas cerebrales, y que estas diferencias son clave para el entendimiento del 

desarrollo de diversas patologías cerebrovasculares que cursan con disrupción de 

la BHE. En este estudio, evidenciamos que los niveles de CLDN5 presentan una 

diferente distribución en las áreas cerebrales analizadas, lo cual es compatible con 

lo previamente publicado (Chiva et al., 2021; Sjöstedt et al., 2020). 

Específicamente, los niveles de CLND5 son más altos en la zona posterior del 

cerebro, que la zona anterior.  

Aunque no encontramos evidencia sobre la distribución de CLND5 en el 

contexto de PE, si se conoce que la expresión de CLDN5 en tejido cerebral de 

niños con ependimomas, es región específica (Virág et al., 2017). Así, se ha 

demostrado que los tumores de células ependimarias supratentoriales (anteriores) 

tienden a poseer mayores niveles de CLND5 en comparación con los 

infratentoriales (áreas posteriores, cerebelares y de tallo) (Virág et al., 2017).  

Por lo tanto, nuestros resultados sobre los cambios en la distribución de 

CLND5 a nivel posterior del cerebro tras la inyección con sEVs-Hyp son pioneros. 

Por lo mismo, existe una serie de incógnitas sobre las implicancias fisiológicas y 

patológicas de este hallazgo.   
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Buscando las sEVs en cerebro 

Una pregunta importante en esta tesis es si las sEVs de placenta pueden 

llegar al cerebro. Para dilucidar esta pregunta, hicimos inmunoanálisis en busca de 

la presencia de PLAP, como marcador específico de placenta, en los cortes de 

cerebro analizados. No tuvimos éxito. Esto por qué en verdad es complejo tratar 

de identificar un pequeño fragmento celular, en un universo completo como es el 

homogenado de cerebro. Creemos que la técnica utilizada es deficitaria, y se 

requiere de metodologías más sensibles. Estos estudios deberían incluir, análisis 

de la presencia de miARN específicos placentarios C19MC (mir-517ª; mir-517c; 

mir-519ª) en tejido cerebral. En este sentido, no en el cerebro, pero en células 

HCAEC (células endoteliales arteriales coronarias humanas), se pudo detectar la 

presencia de sEVs provenientes de placentas normales y con preeclampsia 

mediante la presencia de los miARN específicos (Cronqvist et al., 2017). Más 

importante aún, este estudio fue capaz de conectar estos miARN específicos 

placentarios con el la generación de disfunción endotelial. Un componente clave 

en la fisiopatología de PE. 

 

Diferencias importantes en los modelos animales incluidos 

En esta tesis decidimos también comparar el modelo de sEVs en ratón no 

preñado, con el modelo de PE, RUPP(Lara et al., 2021). Las ratonas preñadas del 

modelo RUPP mostraron espontáneamente (sin inyección de ninguna sEVs) una 

disrupción de la BHE, similar a la encontrada con la inyección de sEVs-Hyp en 

ratones no gestantes. Estos datos en RUPP coinciden con lo publicado 

anteriormente (Porcello et al., 2014; Duncan et al., 2020; Escouto et al., 2018; 
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Johnson et al., 2014), y extiende el conocimiento en analizar el daño de la BHE en 

forma regional en el cerebro. Pese a ello, nuestros resultados difieren a lo 

mostrado por Warrington et al., 2015, ya que estos autores evidencian daño 

principalmente en la zona anterior cerebral, en lugar del área posterior que 

reportamos en este estudio. Las causas para esta diferencia pueden ser múltiples, 

incluyendo: (1) la técnica quirúrgica utilizada, ya que a diferencia nuestra, el 

modelo RUPP utilizado por Warrington et al., involucra ocluir ambas arterias 

ováricas, en conjunto con la arteria aorta abdominal. Nosotros utilizamos el 

modelo RUPP “refinado”, en el cual se obliteran únicamente las arterias ováricas y 

las arterias uterinas bilateralmente. (2) especies utilizadas, ratones versus ratas, 

en el modelo de Warrington et al. Y finalmente, (3) técnicas de cuantificación - la 

técnica utilizada por ellos para cuantificar la fluorescencia de EB en los 

sobrenadantes de homogenado de áreas cerebrales fue cuantificación mediante 

espectrofotómetro con filtros de fluorescencia; nosotros registramos imágenes 

digitales de las secciones, y utilizamos un software digital para reconocer 

intensidad de color azul propio del EB presente en cada sección cerebral.   

Otra variable clínica de interés en el modelo de inyección de vesículas en 

ratones no gestantes es el relacionado con la reducción en la presión arterial 

media que encontramos en nuestras condiciones experimentales. Estos hallazgos 

no concuerdan con los resultados de presión sanguínea encontrados en 

experimentos similares en los cuales la inyección de sEVs-Hyp generan un 

aumento de la presión arterial en ratones gestantes (Salomón et al., 2015; Han et 

al., 2020).  Esto nos hace pensar en varias alternativas que expliquen estos 

resultados aparentemente controversiales. Por ejemplo; 1) los resultados siguieren 
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que el efecto de las sEVs-Hyp podrían ser “directos”, ya que no requieren de un 

aumento de la PAM. Esto es relevante, ya que entre 20 a 30% de las mujeres con 

PE que presentan signos cerebrovasculares, no presentan elevación de la presión 

arterial (Triplett et al., 2022). Es más, existe evidencia que las mujeres con PRES 

pueden presentar incluso hipotensión intracraneana (que depende de la presión 

arterial sistémica) (Hammad et al., 2015 y Zheng et al., 2020). 2) La inyección de 

sEVs-Hyp generan hipotensión. Un fenómeno de adaptación hemodinámica muy 

bien documentado en el embarazo normal (Hohmann et al., 2007).  Los 

mecanismos de esta reducción de la resistencia vascular, que genera hipotensión, 

no se conocen con exactitud, pero dependerían de la carga hormonal de 

estrógenos que ocurre en el embarazo, lo cual a su vez llevará a un aumento en la 

síntesis del vasodilatador óxido nítrico (Choi et al., 2002; Okawa et al., 2004; 

Socha et al., 2022).  Además, cada vez existe más evidencia de que las sEVs 

placentarias modulan la función endotelial materna, un fenómeno estrechamente 

ligado al contenido proteico y regulador génico (microRNAs) que tienen estas 

vesículas (Xu et al., 2021; Foley et al., 2021). Por lo mismo, esta tesis entrega 

también información preliminar, pero relevante, de que las sEVs-Hyp podrían 

contribuir en la reducción de la resistencia vascular periférica, independientemente 

de la carga hormonal característica del embarazo.   

En el área cardiovascular también, encontramos que los animales 

inyectados con sEVs-Hyp presentan reducción de la frecuencia cardiaca. Este 

hallazgo, podría también estar asociado a la adaptación hemodinámica 

previamente analizada. Pero no tenemos una explicación certera sobre ese 

hallazgo. Aunque se ha reportado que mujeres con PE podrían presentar cuadros 
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de bradicardia, producto de la respuesta de baroreceptores a la vasoconstricción 

arterial excesiva (Angsubhakorn y Benditt., 2021). Además, la reducción de la 

frecuencia cardiaca podría ocurrir previo al desarrollo de una condición severa de 

PE, conocida como el síndrome de hemolisis, elevación de enzimas hepáticas, y 

bajo contaje plaquetario (HELLP) (Hosokawa et al., 2017). Debido a los pocos 

reportes de hipotensión y bradicardia en PE, son necesarias más investigaciones 

sobre esos eventos.  

 

Implicaciones clínicas de los hallazgos para la condición de PE 

En esta tesis, dilucidamos que las sEVs-Hyp causan disrupción de la BHE, 

de preferencia en la parte posterior del cerebro, asociado a disminución de CLDN5 

cerebral, y teniendo como posible efector al VEGF. Además, todos estos daños 

coinciden con la clínica de los animales, y ocurren en tiempos relativamente 

cortos.   

Nuestros resultados indican que la incorporación de sEVs-Hyp en las 

células endoteliales cerebrales ocurre rápidamente (30 minutos), con efectos 

negativos sobre la funcionalidad de barrera. Sin embargo, se presume que estas 

sEVs placentarias pudieran alcanzar otras células blanco, como astrocitos, 

microglía y neuronas. Estos efectos no son el foco de este trabajo, pero es 

necesario mencionar, de que esta hipótesis tiene sustento en el desarrollo de 

síndrome neurológico progresivo y temprano en los animales sEVs-Hyp. Además, 

los resultados aquí expuestos muestran que, en modelos de PE, el daño 

cerebrovascular es principalmente en la región posterior, como se evidencian en el 

diagnostico imagenológico y clínico de PE.  
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Esta tesis presenta una idea desafiante en la fisiopatología de las 

complicaciones cerebrovasculares en PE, la cual sugiere una directa 

comunicación entre la placenta y la BHE vía sEVs. Esto ya que el daño de la BHE 

que ocurre in vivo sucede independiente del embarazo, cursa con reducción de la 

presión arterial (en lugar de hipertensión como PE), y no genera cambios 

importantes en los niveles de citoquinas pro-inflamatorias a corto plazo. Sin duda 

más trabajos son necesarios para explorar esta posibilidad. 

Esta tesis también indica que las sEVs-Hyp podrían tener distintos blancos. 

Incluso extenderse a otros tejidos o sistemas, como el mismo sistema 

cardiovascular. Lo cual da luces de la potencial contribución de estas sEVs en las 

complicaciones multiorgánicas observadas en PE.  

 

Debilidades del estudio y como las pudimos transformar en fortalezas 

Una de las principales fortalezas de este estudio es que combina 

experimentos in vivo, in vitro y ex vivo, así como también evidencias traslacionales 

usando muestras de mujeres con PE. Por lo mismo, pensamos que será un 

importante aporte en la comprensión de la fisiopatología de la disrupción de la 

BHE que existe en PE. Pese a ello, también reconocemos algunas limitaciones y 

como las enfrentamos.  Por ejemplo: 

 

1. La inyección de sEVs placentarias humanas, en sistema circulatorio de 

otra especie. 

 Al analizar los resultados de que el daño en la BHE era temprano y rápido, 

visualizado por el descenso en la valoración RMCBS, tuvimos que descartar 
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signos de SRIS (Síndrome de respuesta inflamatoria sistémica), analizando la 

sangre de los animales a las 6 horas, en búsqueda de cambios en IL-6 y IL-8, 

citoquinas elevadas en SIRS.  

 

2. ¿Efectos sEVs placentarias humanas, sobre células BEND3? 

 Inicialmente, solo analizamos los efectos de sEVs sobre línea celular 

humana. Pero para saber exactamente como se comportaban las células 

endoteliales cerebrales del modelo in vivo, realizamos western blot en células 

BEND3, cuyos resultados son más dramáticos que en el modelo in vitro humano. 

 

3. Manejo farmacológico en modelo RUPP. 

 Preeclampsia se caracteriza por ser un estado proinflamatorio generalizado. 

El modelo RUPP se realiza mediante cirugía abdominal, la cual genera dolor 

visceral, que dura por lo menos 48 horas (Bakrania et al., 2020; Travis et al., 2020; 

Lara et al., 2022). Para evitar la disminución de cualquier efecto pro-inflamatorio 

que generaría en el animal el modelo RUPP, decidimos realizar manejo integral de 

analgésicos no anti-inflamatorios, como acetaminofeno (Paracetamol) y tramadol. 

El efecto de estas drogas sobre los hallazgos reportados es incierto. 

 

4. ¿Porque no utilizar RUPP como modelo central? 

 El modelo RUPP es un modelo validado de PE, que se asemeja mucho al 

escenario que ocurre en el humano. La intervención quirúrgica de RUPP genera 

efectos sobre la placenta similares a PE (considerando que la placenta de ratón es 

similar, pero no idéntica a la humana), los cuales pueden involucrar muchos más 
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factores adicionales a las sEVs. Los cuales a su vez pudieran generar efectos 

negativos sobre la BHE. En este sentido, no analizamos las sEVs placentarias que 

están presentes en el modelo RUPP debido a la complejidad de poder aislar una 

cantidad suficientes de sEVs de volúmenes sanguíneos pequeños que presenta el 

ratón.  

 

6. Homologación de los 9 segmentos cerebrales. 

Al inicio de esta tesis, evaluamos preliminarmente la extravasación de EB 

en los animales, pero cortando manualmente los 9 segmentos cerebrales. Tras 

darnos cuenta de que existía poca correlación entre los mismos segmentos de 

diferentes animales, decidimos utilizar una matriz cerebral de cortes coronales de 

ratón adulto, lo cual evitó este problema, ya que los cerebros en la matriz calzaban 

de forma adecuada, sin la generación de espacios que pudiesen alterar estas 

referencias. 

 

7. Uso de explantes de placentas normales en hipoxia. ¿Porque no de PE? 

 Particularmente en este punto, se presentó la dificultad propia al requerir 

tejido de origen humano, y en lo específico de conseguir placentas de mujeres con 

PE. Por lo tanto, como una aproximación experimental, que fuera validada para el 

estudio de BHE y sEVs placentaria (León et al., 2021) decidimos usar placentas 

humanas normales (que son relativamente más fáciles de conseguir). Es posible, 

suponer que, a pesar de la factibilidad experimental y biológica del uso de este 

tejido, no es menos cierto, que el mismo no ha sufrido todos los cambios 

estructurales y funcionales que se espera en una placenta de PE.  
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Sin prejuicio de ello, en esta tesis también reportamos el uso de sEVs aislados de 

plasma de mujeres con PE. Lo cual también es una aproximación experimental, 

que indica que del pool de sEVs circulantes, en donde al menos 15% provienen de 

la placenta (Sadovsky et al., 2020) es capaz de daños la BHE in vitro. Los 

resultados con esta aproximación experimental dan cuenta de la plausibilidad 

biológica de lo reportado en esta tesis, que las sEVs de PE dañan directamente la 

BHE. 

 

8. Visualización de EB como signo de disrupción difusa de la BHE. 

La extravasación de colorante EB a nivel cerebral no es focalizada o 

lacunar, sino más bien difuso en la zona posterior cerebral. En este punto, se 

presentó la dificultad de encontrar el software y herramientas necesarias para la 

detección del EB visualmente. Esto se logró superar, utilizando controles positivos 

de EB, analizando sus características, y generando ajustes  en el programa 

ImageJ para mejorar la cuantificación de la coloración azul en nuestro modelo 

experimental. 

 

10. Inyección de sEVs en la cola del ratón. 

La inyección en la cola de ratón requiere de volúmenes muy bajos (≈70µl 

para un animal de 28 gramos de peso), sobrepasar esos niveles máximos, hace 

que la vena de la cola se reviente, generándose extravasación del tratamiento, y 

por lo tanto sin efecto biológico. Niveles menores que eso hace casi imposible 

cerciorarse que las sEVs ingresan al lecho vascular. Por lo tanto, decidimos 
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realizar estas inyecciones en la vena yugular externa de los animales, ruta de 

administración que evita los inconvenientes antes descritos. 

 

CONCLUSIONES 

 

1. Las sEVs-Hyp dañan la BHE en el área posterior del cerebro (área occipital y 

cerebelo) en un modelo murino in vivo no preñado, generando déficits clínicos 

neurológicos relevantes para la condición de PE. 

 

2. La disrupción de la BHE en modelos in vivo e in vitro tratados con sEVs-Hyp se 

produce por la disminución de los niveles de CLDN5. 

 

3. La administración de sEVs-Hyp genera aumento de los niveles de proteínas 

pro-angiogénicos y capaces de modular la función de la BHE como VEGF y PlGF. 

Además, en tiempos cortos (6 h) no encontramos cambios en los niveles de 

citoquinas proinflamatorias (IL-6 e IL-8) sugiriendo que los daños son debidos a 

las vesículas y/o su contenido, antes que una respuesta inflamatoria de rechazo.   

 

4. La valoración clínica neurológica, disrupción de la BHE y disminución de CLDN5 

en el área posterior cerebral en el modelo in vivo tratado con sEVs-Hyp, no se 

relaciona con aumento de niveles de IBA1. 
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IMÁGENES SUPLEMENTARIAS 

 

FIGURA S1. A. Segmentos positivos a extravasación de colorante Evans blue 

total y por áreas cerebrales en modelo quirúrgico de preeclampsia (RUPP). B. 

Imagen representativa de cortes de cerebro realizados en este estudio, en 

dirección coronal (100µm grosor) mediante matriz de corte cerebral de ratón 

adulto. C. Western blot de HIF, CLDN5, FLT1 y VEGF en pool de segmentos de la 

zona posterior cerebral a las 6 horas post inyección de sEVs. D. Western blot en 

sEVs de proteínas TJ de la BHE. Cada punto representa una extracción 

independiente o animal de experimentación. Los valores se expresan en medias  

SEM. * p<0,05; ** p<0,01. 
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FIGURA S2. A. RMCBS desglose de porcentaje de cambio con respecto al tiempo 

inicial o basal a las 24 horas. B. Western blot de marcador placentario humano 

(PLAP) en tejido cerebral de ratón post 6 horas inyección sEVs (+ = control 

positivo – placenta humana). C, D, y E. Videos representativos de evaluación 

RMCBS (evaluación de reflejo de huida, aural y equilibrio solamente) en animal 

control (CTL), inyectado con sEVs-Nor y sEVs-Hyp a las 24 horas (tiempo final) 

respectivamente. Se adjunta código QR específico para visualización online de 

video de corta duración. Cada punto representa una extracción independiente o 

animal de experimentación. Los valores se expresan en medias  SEM. * p<0,05; 

** p<0,01, 
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