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RESUMEN

Las mitocondrias son organelas complejas que desempeñan un papel fundamental en la célula, la dis-
función mitocondrial puede ocasionar daños celulares significativos o la muerte. Estudios previos han 
demostrado los prometedores efectos terapéuticos del trasplante de mitocondrias autólogas a un tejido 
cardiaco isquémico, sin embargo, pocos estudios han evaluado los efectos in vivo de la infusión de mi-
tocondrias en el cerebro. El presente trabajo tiene como objetivo dar a conocer el procedimiento para la 
infusión vía carótida de mitocondrias autólogas en cerebros porcinos. Mediante esta técnica de infusión, 
proponemos que una administración selectiva y mínimamente invasiva es factible y puede proporcionar 
beneficios en el tratamiento de diversas patologías del sistema nervioso central.

Palabras clave: Mitocondria; Microcatéter; Infusión; Carótida; Cerebro; Cerdo (Fuente: DeCS BIREME).

PROCEDURE FOR AUTOLOGOUS MITOCHONDRIA 
INFUSION VIA THE CAROTID ARTERY INTO PORCINE 
BRAIN

ABSTRACT

Mitochondria are complex organelles that play a critical role within the cell; mitochondrial dysfunction 
can result in significant cell damage or death. Previous studies have demonstrated the promising the-
rapeutic effects of autologous mitochondria transplantation into ischemic cardiac tissue; however, few 
studies have examined the in vivo effects of mitochondria infusion into the brain. The aim of this study 
is to report a procedure for carotid infusion of autologous mitochondria into porcine brains. By using 
this infusion technique, we propose that a selective and minimally invasive administration is feasible and 
may provide benefits in the treatment of various central nervous system disorders.

Keywords: Mitocondria; Microcatheter; Infusion; Carotid; Brain; Porcine (Source: MeSH NLM).

INTRODUCCIÓN

El trasplante mitocondrial se ha realizado como tratamiento terapéutico en cuadros de 
isquemia cardíaca y lesiones de reperfusión tanto en animales (1) como en seres humanos (2). 
Estos estudios demuestran que la infusión de mitocondrias autólogas, es decir, aisladas del 
propio tejido del paciente, compensa la disminución o pérdida de la función mitocondrial en 
células locales dañadas durante la isquemia y mejora la recuperación posisquemia. Estudios 
preclínicos (1) y ensayos de bioseguridad (3) han demostrado que el procedimiento es bien 
tolerado, sin que se reporte inmunorreactividad (4), lesiones locales o efectos sistémicos 
adversos. Actualmente se continúan realizando estudios para comprender el o los mecanismos 
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implicados en la internalización de las mitocondrias 
extracelulares, su longevidad una vez trasplantados y la 
cuantificación de sus efectos, entre otros aspectos. 

Estudios in vitro (5,6) y en modelo murino realizando in-
fusión directa de mitocondrias autólogas en la médula espi-
nal y en tejido cerebral han demostrado efectos igualmente 
positivos para una serie de diferentes afecciones neurológi-
cas como traumatismos (7,8), esquizofrenia (9), enfermedad de 
Parkinson (10) e isquemia cerebral (11,12). El trasplante xeno-
génico también ha mostrado resultados prometedores tras 
la inyección local intracerebral o intraarterial en cerebros 
isquémicos de ratas (13) y en el modelo experimental de Par-
kinson en ratones (14). 

A diferencia del tejido cardíaco, el sistema nervioso cen-
tral presenta un desafío para el tratamiento de muchas pato-
logías que es lograr el paso de agentes terapéuticos a través 
de la barrera hematoencefálica (BHE) que limita la entrada 
y absorción de diversas moléculas (15), sin embargo, diversos 
cuadros neuropatológicos están asociados a una disrupción 
de la BHE y a daño tisular (16). El aumento de la permeabili-
dad de la BHE puede lograrse mediante el uso de soluciones 
hiperosmóticas como el manitol (17), poliol de 6 carbonos 
con actividad diurética, ampliamente utilizado en ensayos 
clínicos y aprobado por la Administración de Alimentos y 
Medicamente (FDA) de los Estados Unidos.

En el presente trabajo, desarrollamos una metodología 
para la infusión mitocondrial vía carótida al cerebro por-
cino. Adicionalmente, aumentamos la permeabilidad de la 
BHE para garantizar el ingreso de las mitocondrias. Con-
cluimos que la infusión con microcatéter es una opción fac-
tible para estudiar a futuro el potencial uso terapéutico de la 
infusión mitocondrial en diversas patologías.

DESCRIPCIÓN DEL 
PROCEDIMIENTO

Se emplearon tres cerdos hembra cuyas edades oscilaron en-
tre los dos y seis meses. Dos fueron empleados para evaluar 
la infusión de mitocondrias y uno como control. En todos 
los animales se accedió bilateralmente a la arteria carótida; la 
arteria izquierda para la inyección de manitol con el objetivo 
de generar disrupción en la BHE; en la arteria contralateral 
no se inyectó manitol, de esta forma cada cerebro contó con 
su propio hemisferio control sin disrupción de la BHE. Esto 
permitió reducir al mínimo el número de animales requeri-
dos para el presente estudio. 

Aspectos éticos
Los animales fueron alimentados y mantenidos con libre ac-
ceso a agua hasta un día antes de la intervención. El manejo 
de los animales se realizó cumpliendo las Pautas Éticas In-
ternacionales para la Investigación Biomédica en Animales 

del Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias 
Médicas (CIOMS). El proyecto fue aprobado por el Comité 
de Ética Institucional para el uso y manejo de animales de 
la Universidad Peruana Cayetano Heredia (SIDISI 201478). 
Los animales fueron sedados empleando una inyección in-
tramuscular de ketamina (10 mg/kg) y xilacina (2 mg/kg). Se 
afeitaron los lugares de intervención seguido de lavado con 
jabón. Posteriormente, se procedió con la intubación endo-
traqueal de los animales y se mantuvieron sedados con dosis 
intravenosas de ketamina (5 mg/kg) cada 20 minutos. Todo 
el procedimiento quirúrgico cerebrovascular con microcaté-
teres se ejecutó en un ambiente estéril.

Colecta de biopsias de músculo esquelético
En los dos cerdos elegidos para la infusión de mitocondrias, 
la zona seleccionada para la toma de biopsias fue la pierna 
posterior. El área fue desinfectada con una solución de yodo 
povidona (10%) y se realizó una pequeña incisión con una 
hoja de bisturí n.o 11 (USA Medical, St. Louis, MO; EE. UU). 
Se colectaron tres muestras del músculo grácil por cada cer-
do empleando un punzón para biopsias n.o 6 (Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, EE. UU). Se transportaron las muestras 
en tubos estériles de 50 mL con 20 mL de tampón fosfato sa-
lino (PBS pH 7,4) dentro de un contenedor con hielo. Final-
mente se aplicó presión en la zona de la biopsia y se suturó.

Aislamiento y purificación de las mitocondrias
Se aislaron las mitocondrias en una cabina de flujo laminar, 
siguiendo el protocolo de Preble (18). Se transfirió cada mues-
tra a un tubo de 15 mL con 10 mL de tampón de homoge-
neización (sucrosa 300 mM; HEPES 10 mM; EDTA 1 mM; 
todos de la marca Sigma-Aldrich, ST. Louis, EE. UU) y se dis-
gregó empleando un homogeneizador (Omni International, 
Kennesaw, GA, EE. UU) en 4 ciclos de 60 segundos. Luego se 
agregaron 250 µL de una solución de tripsina (4 mg de trip-
sina disueltos en 1 mL de tampón de homogeneización) y se 
incubó por 10 minutos en frío. Cada muestra se pasó a un 
nuevo tubo de 15 mL a través de un filtro celular de 40 µm 
(Falcon) humedecido con tampón de homogeneización frío. 
Luego se agregaron 250 µL de una solución de BSA (20 mg de 
BSA disueltos en 1 mL de tampón de homogeneización). Las 
muestras se pasaron por filtros de 40 y 10 µm humedecidos 
con tampón de homogeneización. Se centrifugaron a 9000 G 
(9000 × g) por 10 minutos a 4 °C, se descartó el sobrenadante 
y se resuspendió el pellet en tampón de respiración (sucro-
sa 250 mM; KH2PO4 2 mM; MgCl2 10 mM; HEPES 20 mM, 
EDTA 0,5 mM; todos de la marca Sigma-Aldrich, ST. Louis, 
EE. UU).

Viabilidad y marcado de mitocondrias
Se procedió a tomar una alícuota de 1 ml de la suspensión 
de mitocondrias y se incubó con MitoView Green (Biotium, 
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Fremont, CA, EE. UU.) (200 nM) por 30 minutos para de-
terminar el número total de mitocondrias obtenidas, luego 
se incubaron con Mitotracker Red CM-H2Xros (Thermo Fi-
sher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) (500 mM) por 30 
minutos para determinar el número de mitocondrias via-
bles. Se realizó el conteo utilizando un hemocitómetro y las 
imágenes fueron tomadas con microscopia confocal (Zeiss, 
LSM880, Oberkochen, Alemania). Se obtuvo el promedio y 
desviación estándar del conteo de mitocondrias totales y via-
bles a partir de las tres muestras de músculo colectadas por 
cada cerdo. Antes de proceder con la infusión, el resto de las 
mitocondrias reconstituidas se incubaron con un anticuer-
po monoclonal antimitocondria hecho en ratón (ABcam 
ab14730, Cambridge, Reino Unido) a una concentración de 
1 µg/mL por 30 minutos a 4 °C.

Acceso vascular y disrupción de la barrera hema-
toencefálica
Empleando como referencia el manubrio del esternón y 
la asistencia por ultrasonido, se realizaron incisiones con 
una hoja de bisturí n.o  11 y se accedió bilateralmente a la 
arteria carótida. Se introdujo en la arteria izquierda una 
aguja ecogénica calibre 21 × 7 mm con guía de mandril de 
0,018 × 40 cm del kit de microintroducción (Braun, Bethle-
hem, PA, EE. UU.) y se avanzó hasta observar un flujo pul-
sátil. Empleando la técnica de Seldinger (19), se reemplazó la 
aguja con un microcatéter con dilatador y, luego de una aspi-
ración, se colocó una vía para goteo intraarterial de solución 
salina al 0,9%. Para proceder con la disrupción osmótica 
de la BHE (17) se aplicó manitol a 0,25 mL/s por kg durante 
20 segundos.

Infusión cerebral de mitocondrias autólogas por 
microcatéter
Luego de transcurridos cinco minutos de iniciada la disrup-
ción osmótica de la BHE (21), se retiró la vía con solución sa-
lina y se utilizó una jeringa estéril de 10 mL para administrar 
5 mL de la resuspensión de mitocondrias marcadas seguido 
de 10 mL de tampón de respiración. Se retiró el microcatéter 
de la arteria carótida izquierda, se aplicó presión manual por 
15 minutos y se suturaron tejidos profundos y superficiales. 
Este procedimiento se repitió con la sección contralateral, 
con la excepción de que no se realizó la disrupción osmótica 
de la BHE. En el caso del cerdo control, se infundió solo con 
tampón de respiración.

Inmunofluorescencia en biopsias de cerebro
Luego de 4 horas, los animales fueron sacrificados con una 
dosis letal de pentobarbital (120  mg/kg), se colectaron los 
tres cerebros, se analizó cada hemisferio por separado y 
se lo cortó en secciones de 10  mm. Las muestras fueron 
fijadas en formalina tamponada neutra al 10% por 24  ho-

ras, transferidas a etanol del 70% y embebidas en parafi-
na. Se realizaron cortes de 4 µm y se colocaron en láminas 
portaobjetos tratadas con poli-L-lisina. Las secciones fueron 
desparafinadas a 56 °C, rehidratadas en una batería decre-
ciente de alcoholes (100% a 70%) y permeabilizadas en 
buffer citrato (10 mM de ácido cítrico 0,05% de Tween 20, 
pH 6,0) a 95 °C por 30 minutos. Luego las secciones fueron 
incubadas por 30  minutos con solución de bloqueo (PBS 
pH 7,2; 0,05% de Tween 20; 0,1% de Triton X-100; 2% de 
suero de cabra; 2% de BSA) a temperatura ambiente en cá-
mara húmeda, luego incubadas a 4 °C por toda la noche con 
un anticuerpo anti-IgG de ratón marcado con fluoresceína 
hecho en cabra (ABcam, Cambridge, Reino Unido) diluido 
1/800 en PBS, lavadas tres veces por dos minutos con solu-
ción de lavado (PBS pH 7,2; 0,05% de Tween 20) y cubier-
tas con solución de montaje con DAPI (VectaShield, Vec-
tor, Laboratories, Burlingame, Ca, EE. UU.). Se tomaron las 
imágenes con microscopio confocal, con un objetivo de 10X 
(Zeiss, LSM880, Oberkochen, Alemania).

RESULTADOS DE LA APLICACIÓN 
DEL PROCEDIMIENTO

Viabilidad y cuantificación mitocondrial
La cuantificación de mitocondrias totales aisladas de 
tejido muscular empleando hemocitómetro y la señal 
verde producto de la tinción con Mitoview Green (Figura 
1A) determinó una concentración total promedio de 
1,05 × 107 ± 7,20 × 105 mitocondrias por mL. Sin embargo, 
la cuantificación basada en la señal roja del Mitotracker 
(Figura 1B), correspondiente a las mitocondrias con 
un potencial de membrana intacto, determinó una 
concentración aproximada del 63% de mitocondrias viables 
(6,61 × 106 ± 9,90 × 105 mitocondrias por mL).

Acceso arterial e infusión
Se realizó con éxito el acceso y microcateterización a las 
arterias carótidas, y se logró así la infusión de 5,24 × 107 ± 
3,59 × 106 mitocondrias autólogas marcadas y reconstituidas 
en 5 mL de tampón de respiración. El tiempo del procedi-
miento, incluyendo la colecta de las muestras de músculo, 
acceso vascular, aislamiento e infusión mitocondrial en los 
dos cerdos experimentales fue de 48 y 42 minutos; 40 minu-
tos aproximadamente dedicados al aislamiento, cuantifica-
ción y marcaje de las mitocondrias. El tiempo desde el inicio 
de la sedación hasta el retiro de tubos en los animales fue de 
aproximadamente 90 minutos. No se presentaron dificulta-
des en la microcateterización, tampoco se presentaron otras 
complicaciones como inestabilidad hemodinámica, neumo-
tórax, perforación vascular, accidentes cerebrovasculares o 
hematomas en las zonas de incisión.
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Evaluaciones posinfusión
Muestras de diversas regiones corticales en cada uno de los 
cerebros se colectaron y evaluaron por triplicado mediante 
inmunofluorescencia. En la Figura 2 se muestran imágenes 
representativas de secciones del lóbulo frontal con y sin dis-
rupción de la BHE. En ausencia de disrupción osmótica se 
observaron pocas mitocondrias marcadas y solo dentro del 
lumen de los capilares (Figura 2B-C). No se observaron cú-
mulos o áreas focales de agregación y fueron completamente 
ausentes en el parénquima cerebral. Luego de ocasionar la 
disrupción de la BHE, empleando una solución hiperos-
mótica de manitol, se observó una mayor concentración de 

mitocondrias marcadas en todas las regiones de la corteza y 
a través del parénquima en pequeños cúmulos de forma di-
fusa y en patrones lineales (Figura 2D-F). La muestra control 
a la que se infundió solo tampón de respiración no dio señal 
con ni sin disrupción de la BHE (Figura 2G-I).

DISCUSIÓN

Este estudio constituye el primer reporte exitoso de infusión 
vía carótida de mitocondrias autólogas en el cerebro porci-
no, en el que se observa el ingreso de mitocondrias extrace-
lulares al parénquima cerebral luego de alterar la permeabi-

Figura 1. Rendimiento y viabilidad mitocondrial. Imágenes representativas de la doble tinción en mitocondrias aisladas a partir de biopsias de músculo 
esquelético. El conteo de mitocondrias totales se realizó empleando la señal verde del Mitoview Green (1A), el porcentaje de mitocondrias viables se obtuvo 
empleando la señal roja del Mitotracker (1B), las mitocondrias también se observaron a campo claro (1C), la colocalización de las señales verde y roja se 
muestra en (1D). Las imágenes se captaron con microscopio confocal empleando el objetivo 20X. Barra de escala: 20 µm.
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lidad de la BHE con manitol. En mamíferos sanos, el paso de 
iones, moléculas y células está limitado por la BHE, interfaz 
estructural y química entre el cerebro y el sistema circulato-
rio (15). La permeabilidad de la BHE puede aumentar durante 
determinadas condiciones patológicas (15,16,21) pero también 
puede modularse temporalmente con agentes osmóticos (19). 
Adicionalmente, se han establecido la dosis y el tiempo para 
la disrupción con manitol, y se han observado sus efectos 
temporales, por lo que se requiere de una apropiada sincro-
nización entre disrupción de la BHE y la infusión de mito-
condrias para aprovechar las alteraciones osmóticas.

Un desafío adicional en la adaptación de métodos ex-
perimentales con cerdos es su particular anatomía. Este 
procedimiento requiere un conocimiento detallado de las 
estructuras vasculares porcinas (26,27) para el posiciona-
miento cuidadoso del microcatéter y la técnica de infusión 
que permitan el ingreso de las mitocondrias infundidas al 
cerebro y no a tejidos extracraneales. La rete mirabile sue-
le considerarse una barrera estructural adicional para los 
procedimientos cerebro vasculares porcinos, sin embargo, el 
diámetro de las microarterias de la rete mirabile oscilan entre 
los 50 y 250 µm (28), lo que permite el paso de las mitocon-

Figura 2. Mitocondrias autólogas infundidas en el cerebro porcino. Imágenes representativas de tejido cerebral luego de infundirse las mitocondrias. 
Muestras de cerebro con integridad de la BHE (2A-C), se observan pocas mitocondrias en el lumen de los capilares (flechas blancas). El parénquima no 
presentó señal positiva para mitocondrias. Muestras con disrupción osmótica de la BHE (2D-F), se observa una gran cantidad de mitocondrias presentes 
en capilares (Flechas blancas) y en forma de cúmulos dentro del parénquima (Flechas rojas). Muestra control a la que se le infundió tampón de respiración 
(2G-I), no se observó señal positiva para mitocondrias. Secciones histologías de 4 µm fueron teñidas con DAPI (2A, D, G), tratadas con un anticuerpo 
anti-IgG (2B, E, H). La superposición de ambas señales en campo claro se observa en (2C, F, I). Las imágenes fueron captadas con microscopio confocal 
empleando el objetivo 10X. Barra de escala: 100 µm. 
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drias cuyo diámetro es menor a 1 µm (29). Se ha demostrado 
el ingreso y localización en el cerebro de partículas de hasta 
30 µm de tamaño después de la inyección vía carótida (16), lo 
que sugiere que el paso más allá de la rete es posible. Dada 
la extensa red colateral, es posible que algunas mitocondrias 
infundidas se hayan desviado a otros tejidos, sin embargo, 
nosotros nos centramos en evaluar su ingreso al cerebro y no 
evaluamos otros tejidos.

Empleando metodologías validadas  (1,  3,  17,  22) y técnicas 
estándares de administración arteriográfica cerebrovascu-
lar (18, 23, 24), el procedimiento pudo completarse en 45 minu-
tos aproximadamente. Por otra parte, no se ha establecido 
una dosis de mitocondrias para el cerebro, pero en estudios 
de isquemia cardiaca determinan una dosis adecuada de 
1 × 109 mitocondrias (3, 1). Los estudios cardiacos se encuen-
tran más avanzados y solo existen modelos murinos de infu-
sión cerebral. En todos los estudios publicados, en los que se 

ha empleado el modelo murino, varían las dosis y los métodos 
de infusión. En esta evaluación, empleamos el rendimien-
to obtenido con 0,1 g de músculo esquelético y un número 
máximo de 1 × 109 mitocondrias. Sin embargo, consideran-
do la técnica de administración vascular, el flujo sanguíneo 
cerebral en el cerdo, el volumen de sangre en el cerebro (30) 
y la posible desviación por la anatomía de la rete mirabile 
de la arteria carótida en los cerdos (26), la dosis establecida 
para la infusión de mitocondrias fue de 5 × 107. Las muestras 
permitieron obtener un total de 1,1 × 107 – 2,4 × 1010 mito-
condrias, asegurando la cuantificación y la administración 
en la dosis establecida. Nuestros hallazgos en el rendimiento 
y la viabilidad de las mitocondrias aisladas de tejido muscu-
lar esquelético concuerdan con experimentos realizados en 
otros animales (1, 3, 17, 22, 25) y seres humanos (2).

Inicialmente, consideramos la coinfusión del colorante 
vital azul de Evans para lograr una fácil interpretación ma-
croscópica de la permeabilidad de la BHE, sin embargo, al 
no haberse realizado estudios que confirmen si existe o no 
una toxicidad directa sobre las mitocondrias aisladas al em-
plear este colorante (20), decidimos no incluirlo.

En conclusión, en este trabajo experimental se detallan 
los procedimientos empleados para el aislamiento e infusión 
de mitocondrias autólogas en el cerebro porcino de una for-
ma segura utilizando equipos estándares y protocolos vali-
dados. Este estudio demuestra el ingreso de mitocondrias en 
el tejido cerebral luego de la infusión vía carótida en cerdos 
cuya BHE ha sido alterada osmóticamente. Se requieren ma-
yores estudios para determinar la distribución específica de 
las mitocondrias infundidas y los mecanismos involucrados 
en la internalización de mitocondrias autólogas en los diver-
sos tipos de células nerviosas (neuronas o glías).

El potencial beneficio de la infusión de mitocondrias 
puede aplicarse a todo un espectro de enfermedades neu-
rológicas y la inyección vía carótida en un modelo porcino 
constituye una herramienta útil para su evaluación.
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Figura 3. Vasculatura cervical e intracraneal porcina. La rete mirabile es una 
estructura en forma de malla situada en el extremo terminal de la arteria 
faríngea ascendente. En cerdos, la arteria carótida interna sirve para conec-
tar la rete con el polígono de Willis. AA: arteria anastomótica; ACA: arteria 
cerebral anterior; AFA: arteria faríngea ascendente; B: arteria basilar; ACC: 
arteria carótida común; ACE: arteria carótida externa; ACI: arteria carótida 
interna; AMI: arteria maxilar interna; ACM: arteria cerebral media; ACP: 
arteria comunicante posterior; RA: rama anastomótica suministrada por 
la arteria meníngea media. Ilustración realizada por Emma C. Vought por 
encargo de la Dra. Melanie Walker.
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