Universidad de Concepcion
Direccion de Postgrado
Facultad de Ciencias Biolégicas -Programa de Doctorado en Ciencias Bioldgicas
Area Biologia Celular y Molecular

Efecto del reciclamiento de vitamina C en la
formacion de neuritas

Tesis para optar al grado de Doctor en Ciencias Biologicas
Area Biologia Celular y Molecular

Francisca Nicole Espinoza Romero
CONCEPCION-CHILE
2020

Profesor Guia: Francisco Nualart Santander
Dpto. de Biologia Celular, Facultad de Ciencias Biolbgicas
Universidad de Concepcién



Esta tesis ha sido realizada en el Departamento de Biologia Celular de la Facultad de Ciencias
Biolégicas, Universidad de Concepcion.

Profesores integrantes Comisiéon Evaluadora:

Dr. Francisco Nualart Santander
Profesor Guia de Tesis
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Dr. Ariel Castro Alma
Facultad de Ciencias Biologicas

Dr. Jorge Fuentealba Arcos
Facultad de Ciencias Biologicas

Dr. Nelson Osses Rivera

Profesor Evaluador Externo
Pontificia Universidad Catoélica de Valparaiso

Dr. Ariel Castro Alma

Director

Programa Doctorado en Ciencias Bioldgicas
Area Biologia Celular y Molecular



Tesis de doctorado financiada por:

FONDECYT regular #1181243

FONDECYT regular #1140477

FONDECYT iniciacion #11150678

ECM-12 PIA-CONICYT

Beca CONICYT doctorado nacional #21150842

Beca CONICYT eventos y cursos cortos 2016

Beca CONICYT gastos operacionales 2018

Beca CONICYT pasantia doctoral en el extranjero 2018

Beca CONICYT extension de beca para redaccién de tesis doctoral 2019

FENS-IBRO/PERC travel grant 2018

Beca décimo semestre proyecto EDPG

Young investigator training programme (YITP) grant, International Brain Research

Organization (IBRO) 2018



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Francisco Nualart por recibirme muy joven en su laboratorio, por todo el conocimiento y
experiencia que me entreg6 durante estos afios, por guiar mi trabajo y la escritura de esta

tesis.

Dr. Fernando Martinez, por entregarme todo el conocimiento necesario sobre el trabajo con
animales, por mostrarme el camino de la docencia y por su fabulosa amistad. Dra. Katterine
Salazar, por su apoyo en la ejecuciéon y discusion de este trabajo. Dra. Nery Jara, por
enseflarme durante horas infinitas a hacer neuroesferas, por su carifio y amistad. A todo el

personal del CMA, Asia, German, Gustavo y Paul, por su invaluable aporte a este trabajo.

A todas mis compafieras y compafieros de trabajo en el Laboratorio de Neurobiologia, por su
tremenda calidad humana, por hacer del lab un espacio célido en donde poder trabajar. Maria
José Oviedo, Eder Ramirez, Dra. Romina Bertinart, Dr. Luciano Ferrada y Roberto Gajardo.
Rocio Magdalena, fue un honor verte crecer cientifica y personalmente mientras desarrollé

esta tesis. Gracias por todos estos afios de trabajo.

A la Dra. Christine Rose por guiar mi pasantia doctoral y a su equipo por recibirme en su

instituto.

A Ximena Koch por ensefiar y guiar mi trabajo en histologia. A Felipe Avila por su disposicion
a realizar los analisis de modificaciones proteicas. Don Luis y Don Manuel, gracias por su vital

trabajo dentro de esta tesis.

Natalia Saldivia, gracias por ayudarme con tu amistad, los experimentos y los animales.
Gracias por ser parte de esta historia y por compartir la tuya. A Diego Zelada, por ser luz en el
camino. A Victor Baeza, gracias por seguir siendo parte de mis agradecimientos después de
10 afos de universidad colega. A Laura Trigueros, por entregarle la masica de su amistad a

mi vida. Te quiero guapa.



Dra. Antonia Recabal y Dr. Carlos Farkas, gracias por acompafiarme con su amor y apoyo

durante éstos afnos.

Amigos incondicionales de toda la vida: Ariel, Alicia, Bea y Mateo, Conchu, Pauli y Lio; sin sus

risas, sus abrazos, cervezas y su amistad a prueba de cualquier grado, esto no seria posible.

To Nana, Kathi and Laura, for being my family in Diisseldorf and for be part of my heatrt.

Hermanita y Rodolfo gracias por apoyarme en todo, sin ustedes irradiando felicidad, el camino

habria sido mas oscuro.

Mama y Papa, ojala estén tan orgullosos de mi que olviden todos los afios que estuve en la
universidad. Este grado es para que por fin tengan una hija doctora, gracias por ser mi vida.

Los amo.

Walther, esposo, colega, amigo. Esta tesis es para ti, nunca olvides que es tan tuya como mia,
porque sin tus cuidados diarios, sin tu amor infinito, sin tu abrazo al llegar cada domingo

después de suplementar...nunca lo hubiera logrado. Gracias por la fortuna de tenernos.

Esta tesis se escribié mientras Chile despertaba y se defendié en medio de una pandemia

mundial. Nada es imposible.



TABLA DE CONTENIDOS

INDICE DE FIGURAS ..ottt e et e e et e e e e et e e e eeaa s X
INDICE DE ESQUEMAS ...t ettt e et e et e a e e et e e e e eaa s Xil
INDICE DE TABLAS ...ttt e e e ettt et b e e e e e e e e eabb e e e e e Xii
ABREVIATURAS e e e e ettt e e e e e e e ettt e e e Xiii
RESUMEN ... ettt e et e e ettt e e et et e e e e et e e e e tb e e e eat e e e e et s XVi
A B S T R A T ettt et e et e e et e e et e e et a e et e e eaaans XVii
1. INTRODUGCCION ....cooiiiiiite ettt ettt ettt ettt e e ve e eteeteste e e enaeeteareeneenes 1
1.1  Desarrollo del sistema NervioSo CENIal...........coouiiuiiiiiiiiiieiiiiiieee e 1
1.2  Establecimiento de la morfologia neuronal................c.eeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 2
1.3  Descubrimiento de las VITAMINGS .........uuuuuuuuuuniiiiiiiiiiiiiiiiiiii b eeeeeeeeeeenee 7
1.4  Biodisponibilidad y funciones de la vitamina C............ccccceeeeii i, 7
1.5 Transporte de vitamina C y su fisiologia en el sistema nervioso central (SNC). ....... 9
1.6  Funcion de vitamina C durante el desarrollo cerebral.............cccccoiiiiiiiiiiiincne 11
1.7  Efecto de vitamina C en células indiferenciadas..............cccoouiiviiiiiiiieeiiiiiiiiieeeenn 13
1.8  Acoplamiento neurona-astrocito y reciclamiento de vitamina C...............cccccevvveennn. 15
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... .t 19
3. OBIETIVO GENERAL ..ottt e et e e e et s e e e et s e e e et eeeee 21
4, OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ooiiieeeeeee ettt ettt 21
5. MATERIALES Y METODO.......c.ciiiiiieeteete et eeeeie et ee e eteeteate e aeetestesreensesaeeaeaneaneenens 22
5.1 Animales de eXperimentacion ..........ccoooeiieieiiiieeeeeeeeeeeeee e 22
5.2 CUIVOS CEIUIAIES .......oiiiiiiiiiiee e 22



5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

5.11

5.12

5.13

5.14

5.15

5.16

5.17

5.18

5.19

5.20

5.21

5.22

5.23

5.24

CURIVO dE CEIUIAS HLBO. ... et 22

CUltivo de CEIUIAS UBT ...ttt 23
Cultivo primario de astroCitos COtiCalES .........uceeiiieeiiiiiiicice e 23
Cultivo primario de neuronas COrtiCales..........cccoveieeiiiiiiiiiiii e 23
Cultivo primario de NEUIOESTEIAS. ........cviiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeee e 24
Suplementacion con ACIdO rEtiNOICO...........cceveueieeeeeeeeeeete et 25
Suplementacion con ACidO aSCODICO. .......c..ccuvieeiieieeeee e 25
Suplementacidn CoON DHA ... 25
CO-CUIIVOS ...ttt 26
CItOmMEtria de FlUJO ...eeee ettt 26
Viabilidad CEIUIAT. ... e 27
Medicién de viabilidad celular mediante INCUCYLE®..............ccuviieiieeeiiiiiiiieee e, 27
ANAlISIS INMUNOCIKOQUIMICO. ...ciiiiiiiieiiic et e e e 28
Determinacion de AA INtraCelUlar..............oooiiiiiiiiiiiee e 29
ANALISIS A trANSPOITE.......iieeiiiiee e e e e e e e e e e et e e e e 29
EXIracCion de ARN. .......uiiiiiiii e e e e e 30
Transcripcion reversa del ARN total (RT). ....uvvereireeriiiiiiiiiiiee e 30
Amplificacion del ADNC POr PCR. ......oooiiiiiiiiiiiiee e 31
Electroforesis en geles de agarOSa. ..........i e eeiieeiiiiae e e 31
RT-PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR)........coiiiiiiiiiiii e 32
WESEEIN BIOTE ... 33
Inmunodeteccion de carboximetil-lisina (CML) y proteinas carboniladas................ 34



5.25 Produccion de 1entiVIirUS EGEFP.... ... 35

5.26  ENSAYOS IN VIVO ..o 36
S A - T [ ] o PP 37
5.28  INMUNOFIUOIESCENCIA ......ceiiiiiiiieiiii et 38
5.29  IMpPregnacion GOIgi-COX...........uuuiriiiaaiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e s e e e e e e e s aneeeees 40
5.30 Cuantificacion de procesos NEUrONAIES.........cccoeeeeeeeiieii e 40
5.31 Obtencidn de SIICES aQUUOS .......uuuieiiiieeiieieice e e e e e e e e e 41
5.32 Andlisis de niveles de sodio y calcio intracelulares...............ccoovvvvviiiiie e, 41
5.33  MAICAE CON TTC .. oo 42
5.34  ANAlISIS ESTAISTICO. .. .eiiieiiiiiiiiiieeeee e ettt e e e e a e e e e 42

RESULTADOS ...ttt ettt et et e ettt e ettt e e et tb e e e eet e eaenanas 43

6.1 Capitulo 1. Andlisis del efecto de AA en la formacién de procesos neuriticos en

células progenitoras neurales in vitro y efecto de DHA en este modelo. ........................... 43
6.2 Caracterizacion del cultivo primario de NE crecidas en adhesion........................... 43
6.3  Efecto del tratamiento prolongado con AA en NEs adheridas. .........cc.ooceevvvvivinnnnnn. 48

6.4  Efecto de DHA en el crecimiento de neuritas e impacto en balance redox de NE in

vitro 58

6.5 Capitulo 2. Determinacion del efecto del reciclamiento de vitamina C en la

mantencion de procesos NEUITtICOS IN VIO ..........eeiieeiiiiiiiiiiiiiee et 70
6.6  Caracterizacion de células recicladoras de DHA. ..........ccccoeieiiiiiiiiiiie e 70
6.7 Reciclamiento de DHA in vitro permite la mantencion de neuritas.......................... 71
6.8 Inhibicion del reciclamiento de DHA iN VItrO.........cooiiiiiiiiiiiieee e 78

viii



6.9 Capitulo 3. Estudio del reciclamiento de vitamina C in vivo y su posible funcién en la

morfologia neuronal durante el desarrollo postnatal temprano de la corteza cerebral....... 89

6.10 Caracterizacion histolégica de la corteza cerebral postnatal y transporte de AA en

Neuronas Corticales POSINALAIES. ...........uuuuuuiiiiiiiiii e 89

6.11 Inhibicion del transporte del DHA a través de GLUT1 induce dafio neuronal en

corteza de ratas POSINALAIES. ........ccoovviiiiiei e e 96

6.12 Cambios en la morfologia neuronal inducidos por la inhibicién del reciclamiento de

vitamina C en la corteza cerebral postnatal. ............ccooviiiiiiiiiieie e, 103
DISCUSION ...ttt ettt ettt et e ettt et e e teene et e saeeteeseeneeeaeeteareeneenes 118
7.1  Efecto diferenciador de AA y efecto de DHA en NE adheridas................ceoeee. 118

7.2 Reciclamiento de vitamina C y regulacion de estructuras neuriticas mediante

(o Fz (E g Tel TN £=T0 [0) PRSP 121

7.3  Transporte de AA en neuronas corticales y presencia del reciclamiento de vitamina

1 IRYA\Y/ o TP 122

7.4 Inhibicién del reciclamiento de vitamina C in vivo induce lesion cortical afectando la

MOIfOlOGIA NEUIONAL........ccoieeeie e e e e e e e e e e e e e e et e e e e aeeeaanee 124
8. PROYECCIONES ...ttt e e e e e et e e e et e e e eatn e e e eatnna s 128
0. CONCLUSIONES ...t e e e e e et e e et e e e eatn e e e eetna s 130
10.  REFERENCIAS ..ttt e et e e et e e eeeans 131



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Caracterizacion inmunocitoquimica de cultivos de NEs crecidas en adhesién. 45
Figura 2. Expresion de SVCT2 en células con compromiso neuronal en NE adheridas. . 46

Figura 3. Expresion, funcién y localizacion de los transportadores de vitamina C en NE

=T | 1T 0 =N 50
Figura 4. Analisis comparativo del crecimiento de neuritas estimulado por AAy AR. ...... 53
Figura 5. Andlisis de viabilidad celular durante el tratamiento con AAy AR..................... 55

Figura 6. Analisis de los niveles de expresién de SVCT2 y GLUT1, durante el tratamiento con
L A P PEPRR PP 56
Figura 7. Cambios en los niveles intracelulares de vitamina C durante el tratamiento con AA
=TT A | =T | =T o - TSP 57
Figura 8. El tratamiento con DHA en NE diferenciadas in vitro, disminuye el crecimiento

01U oo T PP 62
Figura 9.Tratamiento prolongado con AA induce un incremento en los niveles intracelulares

[0 L= o 1S SRR 64
Figura 10. Analisis de los niveles de GSH durante el tratamiento con AA. .........ccccceeene. 68
Figura 11. Ambiente oxidativo inducido por la acumulaciéon de DHA induce modificacién de

01 00] (11T TS EP PSPPSR 69
Figura 12. Expresién y funcion del transportador GLUT1 en lineas celulares utilizadas para la
(o= T o) = Tod [ ] 0 [= I 74
Figura 13. Reciclamiendo de DHA mediante células HL60 permite la mantencién de neuritas
durante el tratamiento CON AA Y DHA. ..o e 75
Figura 14. Células HL60 no secretan factores que afecten el crecimiento de neuritas. ... 76

Figura 15. Cultivo mixto con células U87 permite la mantencion de neuritas................... 79



Figura 16. Reciclamiento de DHA utilizando astrocitos corticales permite la mantencion de
NEUITEAS TN VITIO. 1.eeiiiiiiiieiiie ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et e e e e et e e e e e eeaeaeees 80
Figura 17. Andlisis de viabilidad en células utilizadas para el reciclamiento de DHA expuestas
=TT 74 2 3 5 RSP SS PP 82
Figura 18. Inhibicion de GLUT1 en co-cultivos con células HL60 disminuye el crecimiento de
LTS 0 17 T P 86
Figura 19. Inhibicion del reciclamiento de DHA en cultivo mixto con células U87............ 88
Figura 20. Analisis inmunocitoquimico de la poblacién neuronal y astrocitica en corteza
CEreDral POSTNALAL ........eeeieiiiieiei et 92
Figura 21. Acido ascérbico incrementa los niveles de sodio intracelular en neuronas y
ASIIOCIEOS COMICAIRS. ..uuuuiiieei ettt e e e ettt s e e e e e e e e et e s s e e eeeeeeeaaenaaseeaaeeennnes 94
Figura 22. Caracterizacion de sefales de calcio en neuronas y astrocitos corticales
EXPUESIOS 8 A ettt et 95
Figura 23. Expresion de GLUT1 en astrocitos corticales de rata postnatal. ..................... 97

Figura 24. Efecto de la ausencia de glucosa y presencia de WZB117 en viabilidad neuronal.

Figura 26. Inyeccion de lentivirus control induce expresion de EGFP a nivel neuronal.. 101
Figura 27. Caracterizacion inmunocitoquimica de la lesién cortical inducida por WZB117.104
Figura 28. Analisis morfolégico de diferentes zonas, en la lesién cortical inducida por
WWZBLLT . ..o ettt a et e e e et e e ara s 106
Figura 29. Analisis mediante microscopia confocal de impregnacion Golgi-Cox en la corteza
cerebral de rata postnatal, inyectada con lentivirus+WZB117. ........cccoovveeiiiiiiiiiiinneeenn. 109
Figura 30. Analisis de la morfologia neuronal en la zona de inhibicién con WZB117, mediante

IMPregnacion de GOIgi-COX. .......uuuuuiiii e e e e e e e e e e e a e e eaes 112

Xi



Figura 31. Caracterizacion inmunocitoquimica de una zona inyectada con lentivirus
EGFP+DHA en corteza cerebral de rata posthatal. ..........ccoooeeeviiiiiiiiiiiieeeeceece e, 114
Figura 32. Inyeccion de lentivirus EGFP+DHA no induce cambios en la morfologia neuronal
(070 ] 1 o> | 116
Figura 33. Inyeccion intracortical de lentivirus EGFP+WZB117, induce lesion cortical con
MUEITE CEIUIAT. ... e e e et s e e e e e e e e aeera e e e eeeas 117

Figura 34. Modelo final del €StUAIO. ...........oovuiiiiiiii e 127

INDICE DE ESQUEMAS

Esquema 1. Polarizacion neuronal in VIitro € iN VIVO. ...........cceeiiiiiiiiiiiiicce e 5

Esquema 2. Reciclamiento de vitamina C. ..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 18

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Partidores utilizados en RT-PCR convencional y qRT-PCR..............cooiiiiiiinnnnn. 33

Tabla 2. Anticuerpos ULIlIZAdOS..........couuieiiiii e 38

Xii



ABREVIATURAS

5-hmC: 5-hidroximetil citosina

5-mC: 5-metil citosina

AA: Acido Ascorbico

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNCc: Acido Desoxirribonucleico copia
AGE: Producto Final de Glicacion Avanzada
AR: Acido Retinoico

ARN: Acido Ribonucleico

ARNm: Acido Ribonucleico mensajero
BBB: Barrera Hematoencefalica

BP: Célula Bipolar

CC: Corteza Externa

CML: Carboximetil Lisina

Cy: Cianina

DHA: Acido Dehidroascérbico

DIV: Dias in vitro
DMEM: Medio Minimo de Eagle modificado por Dulbecco

E: Embrionario

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico
Xiii



EGFP: Proteina Fluorescente Verde mejorada

EPSC: Corriente Postsinaptica Excitatoria

ESC: Célula Madre Embrionaria

FGF: Factor de Crecimiento de Fibroblastos

GFAP: Proteina Acida Fibrilar de la Glia

GLUT: Transportador de Glucosa

GR: Glia Radial

GSH: Glutation

HIF: Factor Inducible por Hipoxia

IMDM: Medio Iscove modificado por Dulbecco

iPSC: Célula Madre Pluripotente inducida

LCR: Liquido Cefalorraquideo

MP: Célula multipolar

NE: Neuroesfera

P: Postnatal

PC: Plato Cortical

PKC: Proteina Quinasa C

PM: Peso Molecular

PPP: Via de la Pentosa Fosfato

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno

SBF: Suero Bovino Fetal

Xiv



SNC: Sistema Nervioso Central

SVCT: Co-transportador de Sodio-Vitamina C

TGF: Factor de Crecimiento Transformante

TTC: Cloruro de Trifeniltetrazolio
URG: Tincién de Golgi Ultra rapida

VEGF: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular

ZIl: Zona Intermedia

ZM: Zona Marginal

ZSG: Zona Subgranular

ZSV: Zona Subventricular

Z\: Zona Ventricular

XV



RESUMEN

Vitamina C en su forma reducida, &cido ascorbico (AA), se encuentra altamente
concentrada en la corteza cerebral y su transportador, el co-transportador de sodio/vitamina C
isoforma 2 (SVCTZ2), se expresa principalmente a nivel neuronal permitiendo su entrada y
acumulacién. Debido a su funcion antioxidante, AA es rapidamente oxidado hacia &cido
dehidroascoérbico (DHA) al interior de las neuronas, sin embargo, si esta molécula se acumula
puede inducir fuertes cambios metabdlicos y muerte neuronal. En este contexto se ha descrito
un tipo de acoplamiento neurona-astrocito conocido como reciclamiento de vitamina C, en el
cual el astrocito capta el DHA para evitar su acumulacién en el parénquima cerebral y asi
mantener la razon AA/DHA. Hasta la fecha se desconoce el rol de este mecanismo en la
regulacion de la morfologia neuronal inmadura, particularmente, en el crecimiento de neuritas.
En este trabajo, hemos desarrollado un cultivo primario de neuroesferas (NE) adheridas in vitro
durante 12, 24, 48 y 72 horas utilizando AA o &cido retinoico (AR) como control positivo.
Observamos que la acumulacion gradual de DHA disminuye el crecimiento de neuritas,
condicién que fue inducida por tratamientos largos con AA. Esto se encuentra relacionado con
un cambio en el ambiente redox, aumentando los ROS e induciendo maodificaciones proteicas
irreversibles, como carbonilacién y glicacion. Sin embargo, en presencia de células que captan
eficientemente DHA, como astrocitos corticales, se mantiene el crecimiento de neuritas en el
tiempo. Adicionalmente, realizamos aproximaciones in vivo para alterar el reciclamiento de
vitamina C inyectando intracorticalmente un inhibidor del transporte de DHA mediante GLUT1.
De esta manera, determinamos que una inyeccioén aguda en la corteza externa con el inhibidor
WZB117 induce una lesion cortical, en donde las neuronas postnatales presentan menor

cantidad de neuritas, andlisis que se llevo a cabo utilizando la impregnacion de Golgi-Cox.

Por lo tanto, hemos demostrado por primera vez que el reciclamiento de vitamina C puede

regular la morfologia neuronal inmadura durante el proceso de diferenciacion y maduracion.
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ABSTRACT
Vitamin C in its reduced form, ascorbic acid (AA), is highly concentrated in the cerebral cortex
and its transporter, the co-transporter of sodium vitamin C isoform 2 (SVCT?2), is expressed at
neuronal level allowing AA uptake and accumulation. Due to its antioxidant function, AA is
rapidly oxidized to dehydroascorbic acid (DHA, however, DHA cannot accumulate
intracellularly because it induces metabolic changes and cell death. In this context, it has been
proposed that the neuron-astrocyte coupling allows the recycling of vitamin C, where the
astrocyte captures DHA released by the neuron, which prevents its parenchymal accumulation
and thus maintain the AA/DHA ratio. To date, the role of this mechanism in the regulation of
immature neuronal morphology, particularly in the growth of neurites, is unknown. In this work,
we have used neurospheres of primary culture (NE) adhered for 12, 24, 48 and 72 h in vitro to
stimulate neuronal differentiation using AA or retinoic acid (RA), as a positive control. We
observed that neurites growth is decreased by DHA accumulation, condition that was induced
with long periods of treatment with AA. This is related to a change in the redox environment,
increasing ROS and inducing irreversible protein modifications, such as carbonylation and
glycation. Surprisingly, when we use different cells (that efficiently capture DHA) co-incubated

with neurospheres, the growth of neurites is maintained over-time.

Additionally, we performed approaches in vivo to alter the recycling of vitamin C by intracortical
injections of a GLUTL1 inhibitor to above DHA uptake by astrocytes. We determined that an
acute injection into the external cortex with WZB117 inhibitor induces a cortical lesion, where
postnatal neurons have less neurites, an analysis that was carried out using the Golgi-Cox

impregnation.

Therefore, we have demonstrated for the first time that vitamin C recycling can regulate

immature neuronal morphology during the process of differentiation and maturation.
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1. INTRODUCCION

Desarrollo del sistema nervioso central

El Sistema nervioso central (SNC) se encuentra formado principalmente por células
neuronales y células gliales, si bien ambos tipos celulares se originan a partir de una zona
particular del ectodermo, conocida como placa neural, actualmente identificamos como
neurogénesis a una serie de pasos que comienzan con la divisiéon de una célula precursora y
gue finalizan con la existencia de una nueva y funcional neurona. Por otra parte, existe la
gliogénesis, que se encarga de dar origen a las células gliales, que brindan sustento
metabdlico y proteccion al SNC.

Durante el desarrollo embrionario existe una matriz neural, ubicada en la pared interna del
tubo neural, con la capacidad de generar éstos elementos celulares. En esta matriz se
encuentran las células neuroepiteliales, que corresponden a una poblacion celular que posee
una marcada polaridad apical-basal, uniones estrechas y que se observa como un epitelio
pseudoestratificado, este grupo celular dara origen a distintos tipos celulares que forman parte
del SNC (Huttner & Brand, 1997; Mori, Buffo, & Gotz, 2005).

En ratén, la neurogénesis parte entre los dias 9-10 del desarrollo embrionario y comienza
con una serie de cambios morfol6gicos en las células neuroepiteliales, las cuales adquieren
caracteristicas de células gliales, dando origen a una nueva poblacién celular, denominada
Glia Radial (GR) (Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009).

Las células de GR se caracterizan morfoloégicamente por tener un ndcleo en la Zona
Ventricular (ZV), un proceso corto que se extiende hasta la superficie ventricular, y un proceso
radial que se extiende a la superficie pial, donde se encuentra en contacto con los vasos
sanguineos de las meninges (Noctor, Flint, Weissman, Dammerman, & Kriegstein, 2001). La

génesis de nuevas neuronas contempla diferentes formas de division por parte de la GR, que

1



proliferan de manera simétrica expandiendo el pool de precursores neurales, divisiones
asimétricas que dan origen a una neurona y a una glia radial (Noctor, Martinez-Cerdeno, lvic,
& Kriegstein, 2004). De esta manera, la GR puede generar neuronas y funcionar como guia
migratoria para su progenie neuronal, estableciendo asi un importante y especializado
mecanismo para generacion de la neocorteza, durante el desarrollo embrionario. Al culminar
el periodo perinatal, la GR retrae su proceso ventricular, adquiere una morfologia de transicion,
para luego diferenciarse mayoritariamente en astrocitos (deAzevedo et al., 2003).

Si bien durante el desarrollo existen dos sitios principales donde ocurre la proliferacion
neuronal: la ZV y la zona subventricular (ZSV), se ha descrito que es en ésta Ultima donde
continda la proliferaciéon postnatal en mamiferos. Por su parte, la gliogénesis siempre tiene
lugar en la ZSV post-natal; sin embargo, diferentes autores (Alvarez-Buylla & Lois, 1995;
Reynolds & Weiss, 1992) describieron que las células presentes en esta zona retienen su
capacidad auto-regenerativa y podrian generar tanto células gliales como neuronas.

Hasta la fecha las zonas mas estudiadas como nichos neurogénicos en el cerebro
adulto, son la ZSV de los ventriculos Ilaterales y la Zona Subgranular
(ZSG) en el giro dentado del hipocampo, existiendo también evidencia de la presencia de
células precursoras en hipotadlamo, sustancia nigra, cerebelo, amigdala y médula espinal

(Braun & Jessberger, 2014; Oyarce et al., 2018).

1.2 Establecimiento de la morfologia neuronal

Una vez generadas a partir de la glia radial, las neuronas postmit6ticas deben migrar a
través de la diferentes zona de la corteza en desarrollo, hasta alcanzar su localizacion final, y
durante este proceso migratorio ocurre la polarizacion axén-dendrita. Sin importar el tipo de
neuronay la morfologia de esta, el brote inicial de una neurita que corresponde a una extension

cilindrica con un cono de crecimiento distal, sin caracteristicas claras de axén o dendrita; sera



el primer paso que rompe con la forma esférica de la neurona recién diferenciada y marca el
comienzo de la polarizaciéon neuronal (da Silva & Dotti, 2002). Estudios in vitro han dividido la
polarizacion neuronal en 5 etapas (Esquema 1A): primero las neuronas extienden filopodias
dinamicas que sufren procesos de extension/retraccion, luego se forman mdaltiples neuritas
menores, de las cuales una de ellas, crece rapidamente hasta transformarse en axén, mientras
tanto, el resto de las neuritas se especifican como dendritas. Finalmente, ocurren los procesos
de maduracion, como la morfogénesis de espinas dendriticas y la formacion de sinapsis
(Barnes & Polleux, 2009; Takano, Xu, Funahashi, Namba, & Kaibuchi, 2015). Estudios in vivo,
utilizando cerebros embrionarios intactos o slices, han permitido describir que en la corteza
cerebral el proceso de polarizacion ocurre al mismo tiempo que la diferenciacién neuronal
(Esquema 1B) (Noctor et al., 2004). Las neuronas generadas en la ZV a partir de la GR migran
hacia la Zona Intermedia (ZI), a través de la ZSV, durante este proceso extienden multiples
neuritas menores, transformandose en células multipolares (MP) (Esquema 1B-2). Una de
éstas neuritas se transforma en el leading process que posteriormente sera la dendrita y se
extiende un trailing process que luego sera el axén (Esquema 1B-3), de esta manera la
neurona adopta una morfologia bipolar (BP). Esta neurona migrara hacia el plato cortical (PC)
y la zona marginal (ZM), siguiendo la migracion radial que la llevard hasta su posicion final
donde ocurriran los procesos de maduracion neuronal (Esquema 1B-7) (Barnes & Polleux,
2009; Takano et al., 2015). La presencia de moléculas de la matrix extracelular, como el
colageno, laminina y tenascina, han sido descritas como importantes en el crecimiento axonal.
Pero también moléculas solubles como, el factor de crecimiento fibroblasto 2 (FGF2), el factor
de crecimiento transformante (TGF-), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor
de crecimiento insulinico y neurotrofinas pueden regular los cambios morfol6gicos asociados

al desarrollo neuronal (da Silva & Dotti, 2002).

La sinaptogénesis es un proceso que ocurre durante el desarrollo postnatal y que involucra

la formacién de nuevas conexiones nerviosas y eliminacion de otras. La formacion de espinas
3



dendriticas (estructuras que nacen desde las dendritas compuestas por un cuello y una
cabeza, altamente dinamicas y que pueden presentar diferentes morfologias) son cruciales en
la sinaptogénesis y su analisis permite conocer el nivel de maduracion y plasticidad que
presenta la poblacion neuronal en un momento dado. En la zona CA1 del hipocampo se ha
determinado un importante incremento en la presencia de espinas dendriticas entre los
estadios P1-P12 en ratas (von Bohlen Und Halbach & von Bohlen Und Halbach, 2018). En
corteza cerebral, se determiné que neuronas piramidales de las capas | y Il de ratones
transgénicos jovenes (1 mes de edad), que fueron observados in vivo durante 3 dias, existe
un 80% de pérdida de filopodias pre-existentes, mientras se formaron mas de un 100% de
estructuras nuevas. Por el contrario, las espinas dendriticas de ratones adultos se mantuvieron
estables por hasta 4 meses (Grutzendler, Kasthuri, & Gan, 2002). Finalmente, en macacos se
ha determinado que las neuronas piramidales, de la capa V, retraen sus arbol dendritico en la
zona V1, mientras que, en el area 12, incrementan el area dendritica entre los 2 dias

postnatales y los 4,5 afios de vida (Oga, Elston, & Fujita, 2017).

Estas evidencias apuntan a que cambios tanto en el nimero, como en la morfologia (largo y
didmetro), ya sea de espinas dendriticas, como de estructuras anteriores (filopodios y
lamelopodios), podrian relacionarse con procesos tan importantes como la memoria a largo
plazo y el almacenamiento de informacién a corto plazo (Grutzendler et al., 2002). Es por ello,
gue la busqueda de nuevos mecanismos, ya sean moleculares o celulares, que puedan regular
estos cambios morfolégicos durante la maduracion neuronal, se vuelve interesante y

trascendental para comprender como se establece finalmente la estructura neuronal postnatal.



A. Polarizacion de neuronas corticales in vitro

Etapa 1
E14 +0DIV

> T X

Protrusidn filopodias
y lamelopodias

Etapa 2
E14 + 1-2DIV

Extensién de
multiples neuritas

Etapa 3
E14 + 2-4DIV

Especificacion del
axen

Etapa 4
E14 + 4-15DIV

Etapa 5
E14 + 1-25DIV

Crecimiento de axén y 74 Crecimiento de
dendritas espinas y formacion
de sinapsis
B. Polarizacidon de neuronas corticales in vivo
™ m o e B
lle /
0 n
PC \ ‘
‘ v
|
‘ by
f s 00 Ler
Zl L"‘//)2\. ’?fﬁ)(
T A X
I/ Vi
szv o
T
FAY)
SB
/
E17

P1-21

Esquema 1. Polarizacién neuronal in vitro e in vivo.

A. Etapas de polarizaciéon de neuronas corticales in vitro, descrito clasicamente en cultivos de
neuronas hipocampales disociadas que sufren una serie de transiciones descritas a
continuacién. Etapa 1, las neuronas presentan una intensa actividad protrusiva de filopodias y
lamelopodias que conlleva la emergencia de mdltiples neuritas inmaduras en la etapa 2.
Durante la etapa 3, ocurre un paso critico cuando se rompe la simetria y una neurita crece
rapiadmente para transformarse en axén (célula en azul, extension violeta). La etapa 4, se
caracteriza por el rapido crecimiento del axén y dendritas. Finalmente, en la etapa 5, las
neuronas se diferencian terminalmente en neuronas piramidales desarrollando espinas
dendriticas (célula en azul, espinas en gris). B. Polarizacién neuronal in vivo. Una vez que
ocurre la divisién asimétrica, la neurona postmitotica (1, azul) transita por un estado multipolar,
donde multiples neuritas emergen rapidamente desde el cuerpo celular (2). Un proceso mayor,
toma una direccion radial y se transforma en leading process (3, LP), mientras la neurona

comienza su traslocacion radial a través del proceso glial generando un trailing process (3,
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TP), el cual elogara tangencialmente hasta la zona intermedia (ZI) (4, violeta). El cuerpo celular
continla traslocando hacia el plato cortical (PC), mientras se elonga el axon (5). El LP se
convertird en dendrita apical (6, extension verde). Al culminar el proceso, la neurona piramidal
desarrollard sus caracteristicas de maduracion como el segmento de iniciacion axonal (7,
segmento amarillo) y espinas dendriticas (protrusiones grises) durante las primeras semanas
de desarrollo postnatal. Modificado de (Barnes & Polleux, 2009; Takano et al., 2015).



1.3 Descubrimiento de las vitaminas

La idea de que existen factores distintos a las proteinas, sal, almidén, aztcar o minerales, fue
un concepto novedoso que comenzd antes del término de 1880 (Benbrook, Chambon,
Rochette-Egly, & Asson-Batres, 2014). Esta nocion fue verificada por una serie de estudios de
suplementacién de la dieta humana y experimentos controlados en modelos animales entre
1880 y 1920, los cuales demostraron que removiendo éstos factores desde la dieta se
causaban enfermedades debilitantes y muerte (Piro, Tagarelli, Lagonia, Tagarelli, & Quattrone,
2010). Los primeros descubrimientos en este campo fueron hechos por Christiaan Eijkman y
Frederick Gowland Hopkins, que encontraron que el pulido de arroz contiene sustancias que
pueden prevenir el beriberi, enfermedad que afecta al sistema nervioso (Carpenter &
Sutherland, 1995). En 1912, Casimir Funk identificé la fraccién activa presente en el pulido de
arroz, que llamo factor hidrosoluble b, mas tarde descrito como tiamina (Carpenter, 2012).
Antes de 1920, varios otros factores de baja abundancia en la dieta fueron también descritos,
las que hoy conocemos como “vitaminas” y que clasificamos como vitamina A, vitamina B (1-

12), vitamina C, entre otras.

1.4 Biodisponibilidad y funciones de la vitamina C

La vitamina C es un micronutriente necesario para mantener diferentes funciones en
los mamiferos. La mayoria de éstos pueden sintetizar esta vitamina en el higado a partir de la
glucosa, sin embargo, los humanos carecen de la enzima L-gulonolactona oxidasa que es
necesaria para la biosintesis de vitamina C, siendo ésta obtenida directamente del consumo
en la dieta (Nishikimi & Yagi, 1991). La deficiencia de vitamina C en seres humanos se conoce
como escorbuto, en el afio 1747 James Lind descubrié que esta enfermedad podia ser
prevenida mediante el consumo de citricos y, posteriormente, se describié que vitamina C
seria el factor anti-escorbitico que contenian estos alimentos (Svirbely & Szent-Gyorgyi,

1932).



Quimicamente, vitamina C es una molécula soluble en agua con dos protones
disociables, con valores de pKa de 4.2 'y 11.8, por lo tanto a pH fisiolégico se encuentra como
anién monovalente (Rice, 2000). Debido a sus propiedades quimicas la funcion mas conocida
de la vitamina C es su poder antioxidante, que le permiten ser un dador de electrones. Es por
esto, que esta vitamina actla como scavenger frente a diversas especies reactivas de oxigeno
(ROS, tales como anién superoxido, radical hidroxil y peréxido de hidrégeno, impidiendo que
éstos ataquen a las membranas y moléculas biolégicas. En el ambiente celular, vitamina C
también permite la recuperacion de antioxidantes como a-tocoferol (Vitamina E) (Niki, 1991),
por el contrario, vitamina C luego de cumplir su funcién y oxidarse, puede ser recuperada a
expensas de otras moléculas antioxidantes, como glutatién (GSH) (Meister, 1994).

Adicional al reconocido rol antioxidante que posee esta vitamina, se destaca ademas,
por ser cofactor en importantes reacciones enzimaticas que incluyen: biosintesis de
norepinefrina, hidroxilacion del colageno, amidacion de hormonas peptidicas, metabolismo de
la tirosina 'y regulacién del factor HIF (Padayatty & Levine, 2016). También se ha descrito que
vitamina C podria regular la neurotransmisién dopaminérgica, glutamatérgica y colinérgica
(Sandstrom & Rebec, 2007).

En el organismo, la vitamina C se incorpora a través del intestino mediante transporte
activo, para luego ser distribuido ampliamente por el torrente sanguineo. De esta forma, es
capaz de concentrarse en distintos 6érganos, donde destacan la glandula adrenal, el higado,
bazo, hipdfisis y en el cerebro (Rose, 1988).

En el plasma sanguineo la concentracion de vitamina C es cercana a 50 uM, en su
forma reducida que predomina a pH fisiologico, Acido ascérbico o ascorbato (AA) y en su forma
oxidada, Acido dehidroascorbico (DHA), las concentraciones sanguineas varian de 2 a 5 uM

(Rice, 2000).



15 Transporte de vitamina C y su fisiologia en el sistema nervioso central (SNC).

La incorporacion de vitamina C al organismo se realiza mediante dos mecanismos de
transporte. Uno de ellos corresponde al transporte facilitado de la forma oxidada de vitamina
C, DHA, mediante transportadores multifuncionales de hexosas: GLUTs (F. Nualart et al.,
2014; F. J. Nualart et al., 2003). El segundo mecanismo, se encarga de mantener las diferentes
concentraciones de ascorbato (AA) presentes en el organismo, mediante la existencia de los
co-transportadores sodio-dependientes, conocidos como SVCTs. Se conocen dos isoformas
de éstos ultimos: SVCT1y SVCT2, ambas se clonaron en el afio 1999 por Tsukagushi y cols.
a partir de una biblioteca de cDNA de rata (Tsukaguchi et al., 1999).

El transportador SVCTL1 es una proteina de 604 aminoacidos que esta presente en el
intestino, rifdn e higado; se relaciona con los tejidos epiteliales que estan involucrados en la
absorcion de la vitamina C desde la dieta y la reabsorcién renal (T. Castro et al., 2008; Harrison
& May, 2009). Por su parte, SVCT2 se localiza en células metabdlicamente activas como
retina, pancreas, pulmén, ovario, entre otros (Padayatty & Levine, 2016).

SVCT2 es una proteina de 12 dominios transmembrana, con 592 aminoacidos y una
masa molecular de 75 KDa. El andlisis hidropatico estima 12 dominios transmembrana, con
extremos N-terminal y C-terminal, ubicados en el citoplasma (Tsukaguchi et al., 1999).
Presenta ademas 2 sitios de posibles glicosilaciones y 5 sitios de posible fosforilacion por
proteina quinasa C (PKC) dos de los cuales estan presentes en el extremo C-terminal (Liang,
Johnson, Ma, Jarvis, & Wei-Jun, 2002; F. Nualart et al., 2014).

A nivel cerebral, se ha reportado in vitro que células de papiloma de plexo coroideo
humano transportan eficientemente AA a través de SVCT2, sumado a esto, recientemente se
determind la localizacion de SVCT2 en la membrana baso-lateral de las células epiteliales de
los plexos ploroideos (Ulloa et al., 2013; Ulloa et al., 2019). Por lo tanto, vitamina C en su forma
reducida (AA) puede ser transportada a través de las células de los plexos coroideos, lo cual

permite su llegada al liquido cefaloraquideo (LCR), donde alcanza una concentracién de 500
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UM (Spector & Lorenzo, 1974). Desde el LCR, la concentracion de AA se equilibra con el
parénquima cerebral alcanzando concentraciones entre 200-400 pyM y desde alli es
transportado a los diferentes tipos celulares. Especificamente, se ha detectado la expresion
de SVCT2 mediante RT-PCR en neuronas de la corteza cerebral, neuronas hipocampales y
cerebelo (Astuya et al., 2005; M. Castro et al., 2001; Garcia Mde et al., 2005; Tsukaguchi et
al., 1999; Ulloa et al., 2013). Asi como, mediante hibridacion in situ, se ha descrito la expresion
de SVCT2 en tanicitos hipotalamicos y la microglia (Garcia Mde et al., 2005; F. Nualart et al.,
2014; F. Nualart et al., 2012).

AA atraviesa la membrana plasmatica en contra del gradiente electroquimico, la
energia para realizar este transporte proviene de la entrada de 2 moléculas de Na* por cada
molécula de AA (Godoy et al 2006), por lo que este transporte ocurre de manera unidireccional
(Savini, Rossi, Pierro, Avigliano, & Catani, 2008). En neuronas corticales se ha determinado
una Km aparente de 20 uyM para SVCT2 (Caprile et al., 2009), lo que a concentraciones del
parénquima cerebral, indica que el transporte de AA se encuentra saturado. Hasta la fecha se
ha determinado una concentracién de 10 mM en neuronas y de 1 mM en células gliales (Rice,

2000).

Respecto al transporte de la forma oxidada de vitamina C, DHA, se describié por
primera vez en ovocitos de Xenopus, que los transportadores GLUT1 y GLUT3 tienen la
capacidad de transportar DHA con Kms de 1,1y 1,7 mM, respectivamente. Posteriormente, se
demostro en adipocitos de rata y oocitos de Xenopus el transporte de DHA a través de GLUT4,
sin embargo, GLUT2 y GLUT5 no transportan esta molécula (Rumsey et al., 2000; Rumsey et
al., 1997; Vera, Rivas, Fischbarg, & Golde, 1993). El transporte de DHA, a través de los
transportadores facilitativos de glucosa, se debe principalmente a que la forma hidratada de
DHA forma un hemiacetal biciclico, el cual presenta una conformacion tridimensional similar a

la glucosa (Corpe et al., 2005).
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En el cerebro GLUT1 y GLUT3 son los transportadores de glucosa mas ampliamente
caracterizados, tanto en muestras humanas como en analisis realizados en roedores (F.
Nualart, Godoy, & Reinicke, 1999). GLUT1 se encuentra expresado principalmente en
astrocitos, los plexos coroideos y en células endoteliales de los vasos sanguineos que
conforman la barrera hematoencefalica (BBB); durante el desarrollo postnatal se ha descrito
que la expresion de este transportador es regulada por el crecimiento y estado nutricional del
animal. Por su parte, GLUT3 ha sido caracterizado como el transportador de glucosa
expresado en neuronas y su expresion aumenta significativamente con el aumento y
maduracion de la poblaciéon neuronal (F. Nualart et al., 1999; Vannucci, 1994; Vannucci,

Mabher, & Simpson, 1997).

De esta manera, a nivel neuronal tanto AA cdmo DHA pueden ser transportados gracias
a la presencia de SVCT2 y GLUTS3, respectivamente. Por el contrario, a nivel astrocitico, sélo
DHA puede ser movilizado a través de GLUT1, estableciéndose asi una importante diferencia

entre neurona y astrocitos, frente al transporte de vitamina C.

1.6 Funcién de vitamina C durante el desarrollo cerebral.

Se ha estudiado en los ultimos afios el rol que podria tener vitamina C en el desarrollo
cerebral embrionario, la necesidad de esta vitamina a través de este proceso se relaciona con
su rol antioxidante, que combatiria el estrés oxidativo presente durante las etapas tempranas
del desarrollo, resultado de la organogénesis y la maduracion neuronal (Harrison & May, 2009;
F. J. Nualart et al., 2003). Se ha determinado que las concentraciones de vitamina C son
variables a lo largo del desarrollo, alcanzando una elevada concentracion al final de la
gestacion en el cerebro de rata (E20) y cayendo progresivamente en el estado adulto (Kratzing,
Kelly, & Kratzing, 1985). Luego, en la vida postnatal la concentracion de AA tiene un nivel

méximo al tercer dia, donde la matriz cortical presenta mayor nimero de neuronas que de
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células gliales, para luego ir disminuyendo al mismo tiempo que se inicia la gliogénesis cortical
(Rice, 2000).

En el afio 2002, Sotiriou y cols. generaron ratones knock-out para el gen que codifica
para SVCT2 (Slc23a2), observaron que las crias se desarrollaban con normalidad en el utero,
pero murieron a los pocos minutos de nacer. Los ratones presentaron problemas respiratorios
y bajos niveles de AA en el parénquima cerebral, ademas, existieron hemorragias a nivel de
la corteza cerebral. Este estudio evidenci6 la importancia que tendria el transportador durante
el desarrollo embrionario y la entrada de AA al cerebro (Sotiriou et al., 2002).

Los niveles de AA se mantienen altos durante la embriogénesis y decrecen
postnatalmente, sin embargo, la expresion relativa del ARNm y de la proteina SVCT2 en los
estadios tempranos es menor de lo esperado, por lo que se ha sugerido un mecanismo
adicional que permita la alta concentracion de AA en los tejidos cerebrales embrionarios
(Meredith, Harrison, & May, 2011). Los andlisis cinéticos del ingreso de AA en cultivos
primarios neuronales, muestran la existencia de dos constantes de afinidad, 8 y 103 uM. La
primera se relaciona con lo previamente reportado para el transportador SVCT2 (Tsukaguchi
et al., 1999), mientras que la segunda constante evidenciaria la presencia de un transporte
alternativo de vitamina C, en neuronas embrionarias de raton. Mediante diferentes métodos se
logré6 demostrar la presencia de SVCT2 en las areas ventricular y subventricular del cerebro
fetal de rata, lo cual sumado a los andlisis funcionales llevados a cabo en neuronas inmaduras,
aisladas desde corteza cerebral o cerebelo; demuestran que SVCT2 se localiza en la
membrana celular y esta involucrado en el ingreso de vitamina C a éstas células (Salazar et
al., 2014). De esta manera, el transportador estaria involucrado en la maduracion neuronal
regulando la diferenciacion de precursores embrionarios corticales hacia neuronas y

astrocitos.
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1.7 Efecto de vitamina C en células indiferenciadas.

Si bien en la literatura existe bastante evidencia sobre el rol que tendria la presencia
de AA a nivel cerebral durante el desarrollo embrionario, por su efecto en las células
precursoras neurales, los reportes a la fecha se contraponen y dan pie a diferentes

interpretaciones.

En el afio 2003, precursores neurales corticales que fueron tratados con AA 200 uM adoptaron
morfologia neuronal e incrementaron la amplitud de corrientes postsinapticas en miniatura
(mEPSC), concluyendo que AA estaria involucrado en procesos de diferenciacion y
maduracién neuronal (Lee et al., 2003). Adicionalmente, cuando la linea celular P19 (que
posee caracteristicas de células progenitoras) fue tratada con AA, se observé un incremento
en la expresioén de tubulina Bl y SVCT2, acompafiado de un aumento en el transporte de AA
(Pastor et al., 2013). En 2007, Qiu y cols. estudiaron neuronas hipocampales embrionarias que
provenian de ratones knock-out, para el transportador SVCT2, éstas desarrollaron un menor
namero de neuritas e incrementaron la susceptibilidad a dafio oxidativo. Este efecto se
relacion6 entonces con la importancia que tiene SVCT2 en el mantenimiento de las
concentraciones de AA a nivel cerebral. De esta manera, la muerte de las ratas knock-out
podria explicarse por un déficit en la funcion de las neuronas individuales, formacién de
conexiones aberrantes dentro de la corteza y/o de otras areas cerebrales o por falta de
diferenciacion neuronal (Qiu, Li, Weeber, & May, 2007). Menores son las evidencias que
relacionan el estimulo de AA con la obtencion de un tipo neuronal especifico. En relacion a
esto, cuando se aislan precursores desde la zona ventral del mesencéfalo, y son tratadas con
AA 100 uM, se obtienen mayoritariamente neuronas Th+, marca clasica de neuronas
dopaminérgicas (Yan, Studer, & McKay, 2001). Recientemente, se ha descrito que AA
induciria la generacién de neuronas DA, debido a su funcién como cofactor de una familia de

enzimas que regulan cambios epigenéticos, lo que finalmente, incrementaria la expresion tanto
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de genes dopaminérgicos, como también de genes astrociticos como Gfap y S100b (He et al.,

2015; Kim et al., 2018).

Recientemente, Scheffer y colaboradores han descrito que células PC12 crecidas en
presencia de NFG, inducen una morfologia neuronal, la cual se ve disminuida al ser tratadas
con concentraciones crecientes de AA (0.1-0.3 mM) y DHA (0.1-0.3 mM). Este efecto estaria
relacionado con la presencia de productos de glicacion terminal de proteinas (AGEs), como
carboximetillisina (CML), la cual se encuentra aumentada en las células tratadas con AA y
DHA por 24 horas (Scheffler et al., 2019). Hasta la fecha, ésta es la Unica evidencia que
relaciona a la vitamina C con la disminucion de neuritas durante el proceso de diferenciacién

neuronal.

Todas éstas evidencias apuntan a que AA podria regular e inducir procesos de
diferenciacion neuronal, sin embargo, en la Ultima década las investigaciones se han enfocado
mucho mas en describir a AA como una molécula necesaria para inducir un fenotipo mas
indiferenciado, ya sea en un contexto de reprogramacion celular o al realizar tratamientos con
AA en células indiferenciadas (Gao et al., 2013; Wu et al., 2014).

En este contexto, se ha demostrado que vitamina C puede inducir la generacion de
células precursoras inducidas (iPCS), ayudando a su mantencion y favoreciendo su
proliferacion. Esto podria deberse en parte a la reduccion de los niveles de p53, la proteina
supresora tumoral que provoca muerte celular (Esteban et al., 2010). El tratamiento con &cido
ascorbico 2-fosfato, incrementa la proliferacién de células mesenquimaticas humanas in vitro
mediante la inhibicién de HIF1a y la activacion de la actividad mitocondrial (Fujisawa et al.,
2018). Recientemente, se ha descrito que ascorbato funciona como cofactor de una familia de
dioxigenasas (proteinas TET), las cuales catalizan la hidroxilacion de &cidos nucleicos,
permitiendo el paso de 5-metilcitosina (5-mC) hacia 5-hidroximetilcitosina (5-hmC), siendo esta

reaccion crucial para la activacion de la demetilacion del ADN (H. Chen et al., 2015; Minor,
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Court, Young, & Wang, 2013). Particularmente, se ha determinado que AA incrementa y
restaura la actividad de Tet2 en células madres hematopoiéticas y modelos murinos de
leucemia in vivo, pero también podria regular la funcion de Tetl y 3 (Agathocleous et al., 2017,
Cimmino et al., 2017). Previamente, se ha descrito que existe una alta abundancia de 5-hmC
en el cerebro y que sus niveles aumentan conforme ocurre la neurogénesis y el desarrollo
postnatal (Hahn et al., 2013; Szulwach et al., 2011). Por lo tanto, AA podria funcionar como
cofactor de algunas enzimas epigenéticas que permitan la reprogramacion celular, la
obtencion de iPCS vy la proliferacion de células precursoras (Rony et al., 2015; Tran et al.,
2015).

Independiente de la dualidad frente a los efectos de AA en células indiferenciadas,
todas éstas evidencias nos sugieren que la expresion del transportador SVCT2 seria crucial
durante el desarrollo pre y postnatal, con un rol trascendental en mantener las concentraciones
de AA primero, en las células precursoras, y posteriormente, a nivel neuronal para permitir su

correcto desarrollo, maduracion y funcion.

1.8  Acoplamiento neurona-astrocito y reciclamiento de vitamina C

Los astrocitos son las células gliales mas numerosas en el SNC y se forman a partir de la
misma GR que da origen a las neuronas, esto ocurrre durante los ultimos dias de desarrollo
embrionario (E16-E21) y proliferan localmente en la corteza cerebral entre P2-P20 (Ge,
Miyawaki, Gage, Jan, & Jan, 2012; Tabata, 2015). La primera poblacion astrocitica se
posiciona en la zona marginal de la corteza cerebral, donde forman una capa de astrocitos
marginales, que ya en la primera semana postnatal, poseen finos procesos distales que
generan una densa red, contactando principalmente zonas de alta densidad dendritica y
axonal al interior de la corteza cerebral (Gao et al., 2013; Olude, Mustapha, Aderounmu,

Olopade, & lhunwo, 2015).
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Entre la semana 3-4 postnatal, los astrocitos obtienen una morfologia madura
(Freeman, 2010). Durante éstas primeras semanas postnatales, la poblacion astrocitica
extiende finos procesos que toman contacto con las sinapsis de las neuronas generadas, las
cuales sufren procesos de maduracion neuronal (Farhy-Tselnicker & Allen, 2018). Durante los
ultimos afios se han intentado dilucidar los mecanismos que relacionen la maduracion
astrocitica y la neuritogénesis, sin embargo, aun se desconocen los mecanismos especificos

por los cuales los astrocitos podrian regular la morfologia neuronal.

El acoplamiento metabdlico neurona-astrocito, es un concepto que ha permitido
comprender distintos mecanismos por los cuales el astrocito brinda sustento energético a la
neurona, también regula procesos como la sinapsis glutamatérgica, captando el glutamato y
devolviendo glutamina a la neurona (Magistretti & Pellerin, 1999). Ademas, el astrocito entrega
lactato a la neurona en ocasiones de alta actividad neuronal y permite el reciclamiento de

glutation (Magistretti & Allaman, 2015).

Respecto a vitamina C, neuronas y astrocitos poseen caracteristicas diferentes frente
al transporte y estado redox intracelular de esta molécula, por lo tanto, éstos dos tipos celulares

se acoplan para mantener la disponibilidad de la forma reducida, AA.

Por una parte las neuronas captan AA a través de SVCT2, estudios in vitro muestran
que neuronas corticales expuestas a AA lo oxidan intracelularmente hasta en un 70%. En
contraparte, los astrocitos, que solo pueden captar DHA a través de GLUT1, al ser tratados
con AA lo mantienen reducido intracelularmente en un 80% (Cisternas et al., 2014). Esto se
explicaria por las altas concentraciones de glutation que poseen los astrocitos, lo que les
brinda un alto poder reductor (Rice & Russo-Menna, 1998). Recientemente, se ha demostrado
gue la acumulacion de DHA en neuronas corticales induce importantes cambios metabdlicos,
dentro de los cuales destacan la disminucion de la glicélisis, acompafiado de un incremento

en la actividad de la via de las pentosas (PPP) y la captacion de lactato (Cisternas et al., 2014).
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Posteriormente, se describid que células de cancer de colon incrementan la actividad de PPP
y disminuyen significativamente los niveles de GADPH, al ser expuestas a DHA (Yun et al.,
2015). Por otra parte, en neuronas corticales expuestas a estrés oxidativo, después de
tratamiento con peroxido de hidrogeno, la acumulacion intracelular de DHA induce muerte
celular de tipo necroptética, lo cual puede ser revertido en presencia de astrocitos (Ferrada,

Barahona, Salazar, Vandenabeele, & Nualart, 2020; Garcia-Krauss et al., 2015).

De esta manera, es necesario un mecanismo de acoplamiento neurona-astrocito que
permita la regulacién de las concentraciones de AA y DHA dentro de la neurona. Asi hace el
concepto de reciclamiento de vitamina C (F. Nualart et al., 2014; F. J. Nualart et al., 2003; Rice,
2000), donde las neuronas captan AA a través de SVCT2, lo oxidan intracelularmente hacia
DHA vy el DHA es liberado al medio extracelular a través de GLUT3 (Esquema 2 5-7). Desde
alli es captado por el astrocito a través de GLUTL, el cual puede reducir el AA hacia DHA y
mantener reducido al AA, debido a su poder reductor; luego AA puede salir al medio
extracelular y ser utilizado nuevamente por la neurona (Esquema 2 1-4) (F. Nualart et al.,

2014).

Este mecanismo s6lo ha sido descrito en el contexto del cerebro adulto, donde
neuronas y astrocitos maduros se acoplan principalmente para mantener los niveles de AA
disponibles para la neuronay prevenir procesos de muerte celular. Sin embargo, se desconoce

el rol que podria tener durante el desarrollo postnatal temprano del cerebro.

En este periodo, las neuronas corticales sufren procesos de maduracién, que involucran finos
cambios morfolégicos, los cuales podrian ser regulados por el mecanismo de reciclamiento de

vitamina C.
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Esquema 2. Reciclamiento de vitamina C.

Mecanismo de acoplamiento entre neurona (verde) y astrocito (naranjo), para el reciclamiento
de vitamina C. Bajo condiciones fisiologicas, existe una constante produccion de especies
reactivas de oxigeno, las cuales pueden oxidar AA a DHA (1) el cual es captado
preferentemente por el astrocito a través de GLUTL1 (verde, 2). Debido al alto poder reductor
presente en el astrocito, DHA puede ser reducido a AA (3), molécula que puede ser liberada
al espacio extracelular (gris, 4). AA puede ser ingresado a la neurona, a través de SVCT2
(violeta, 5). Una vez oxidada a DHA (6), sale de la neurona a través del transportador GLUT3
(amarillo, 7), para evitar la acumulacion intracelular de DHA. De esta forma, DHA puede ser
nuevamente captado por el astrocito, completando el mecanismo de reciclamiento. Modificado
de (F. Nualart et al., 2014).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios recientes demuestran la existencia de hipovitaminosis en los paises de
occidente, en donde la mala alimentacion se encuentra estrechamente relacionada con el
estrato socioeconomico de pertenencia. En Chile, las mujeres de los estratos socioeconémicos
bajos presentan una menor concentracion de vitamina C sanguinea, lo cual pone en duda si
las madres durante el periodo de lactancia exclusiva logran entregar a través de la leche
materna las concentraciones suficientes de AA al recién nacido. Hasta la fecha, no existen
estudios en nuestro pais sobre concentraciones de AA en leche materna, ni si los nifios y nifias
durante los primeros dias de vida logran tener las concentraciones adecuadas de esta vitamina

a nivel sanguineo, y por consecuencia, a nivel cerebral.

Nuestro trabajo preliminar y distintos modelos in vitro demuestran que la presencia
de AA en cultivos de células progenitoras neuronales induce fuertemente un fenotipo
neuronal. Asi como también, se sugiere que la presencia del transportador de AA, SVCT2,

es necesaria para un correcto desarrollo del SNC.

En el contexto del desarrollo postnatal temprano se ha descrito que existe un fuerte
incremento en la expresion del transportador SVCT2 en la corteza cerebral, lo que nos
sugiere nuevamente, la importancia que tendria AA, pero en un contexto mas tardio de
diferenciacion. Durante este periodo las neuronas generadas previamente en el desarrollo
embrionario estan sufriendo importantes cambios morfolégicos que se relacionan con
procesos de maduracién y sinaptogénesis. El incremento en la presencia de SVCT2 involucra
que las neuronas estarian captando AA durante los primeros dias de desarrollo postnatal,

molécula que deberia ser oxidada a DHA y que normalmente es liberada al espacio
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extracelular. Una vez que DHA aumenta su concentracion extracelular, puede ser captada

por el astrocito, célula que recicla la vitamina C debido a que tiene un alto poder reductor.

La interaccién neurona-astrocito permite el reciclamiento de la vitamina C en el
cerebro maduro, sin embargo, se desconoce la existencia de este mecanismo durante el
desarrollo postnatal temprano, cuando las neuronas desarrollan un fuerte proceso de

arborizacion.

En base a éstas evidencias, nos planteamos la siguiente hipétesis: la relacion en la
concentracién neuronal de AA/DHA, establecida por el reciclamiento de vitamina C entre
neuronas y astrocitos, mantiene la formacion de procesos neuriticos durante el

desarrollo postnatal de la corteza cerebral.

Esta tesis abordard esta problematica con el fin de dilucidar la relevancia de este
mecanismo durante los primeros dias de vida, y asi comprender de mejor manera la

importancia de la vitamina C durante este crucial periodo del desarrollo.
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3. OBJETIVO GENERAL

Demostrar si la forma reducida de vitamina C, AA, estimula la formacién de procesos
neuriticos, los cuales requieren del mecanismo de reciclamiento de la vitamina C para depurar

el DHA del medio extracelular, molécula que inhibe el desarrollo de neuritas.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Demostrar si AA estimula la formacion de procesos neuriticos en células progenitoras

neurales in vitro y estudiar el efecto que ejerce DHA en este modelo.

2. Determinar si el reciclamiento de vitamina C permite la mantencién de los procesos

neuriticos formados por el estimulo de AA, en un modelo in vitro.

3. Definir si el reciclamiento de vitamina C in vivo regula la formacion de los procesos neuriticos

durante el desarrollo postnatal temprano de la corteza cerebral.
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5. MATERIALES Y METODO

5.1 Animales de experimentacién

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de 17 dias de gestacién y 1 a 5 dias postnatal de ambos
sexos. Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura 20-
25°C, fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad, recibieron acceso libre al agua y fueron
alimentados diariamente. Todos los animales de experimentacion se manejaron segun las
normas de bhioética del National Institutes of Health, Bethesda, MD y por el manual de

Bioseguridad (2008) de CONICYT.

5.2 Cultivos celulares

Los cultivos celulares fueron realizados en una incubadora a 37°C, 5% de CO. y 95% de
humedad. Los procedimientos de obtencion y expansion celular fueron realizados en un
gabinete de seguridad biologica nivel 1l y las células fueron almacenadas por congelamiento

con DMSO 5% v/v en nitrégeno liquido.

53 Cultivo de células HL60

Correspondiente a una linea celular humana promielocitica, éstas células fueron crecidas en
suspensién en frascos de 75 cm? utilizando con medio de cultivo IMDM (Iscove's Modified
Dulbecco's Media) suplementado con 10% v/v de SBF, glutamina 2mM, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml y fungizona 2,5 pg/ml. Se realiz6 cambio de medio cada 2 dias y se

mantuvieron a una densidad inferior de 1x108 cél/ml.
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5.4 Cultivo de células U87

Linea celular que se origina de una glioblastoma humano que presenta caracteristicas
astrociticas y crece en adhesion. fueron cultivadas en placas de cultivo de 10 cm de
diametro con medio DMEM suplementado con SBF 10% v/v, glutamina 2 mM, penicilina
100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml y fungizona 2,5 pg/ml, con cambio de medio de cultivo

cada 2 dias.

5.5 Cultivo primario de astrocitos corticales

Los cultivos primarios de astrocitos fueron preparados a partir de ratas de 1-4 dias post natal,
las cuales fueron anestesiadas por frio y posteriormente sacrificadas por dislocacion cervical
para la obtencion del cerebro. Utilizando lupa estereoscépica se extrajeron las cortezas
cerebrales y se eliminaron las meninges, las cortezas fueron cortadas en pequefios trozos en
presencia de tripsina 0,25% p/v (Gibco) y EDTA 0,20% p/v (Sigma). Luego se sometieron a
disgregacion enzimatica por 15 min a 37°C. Posteriormente, se realiz6 disgregacion mecénica
en medio completo
DMEM suplementado con SBF 10% v/v, glutamina 2 mM, peniciina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml y fungizona 2,5 pg/ml. Las células obtenidas fueron sembradas en
placas de cultivo a una densidad aproximada de 1.5x10° células/cm2. El primer cambio de
medio se realiz6 3.5 horas de realizada la diseccion para remover los restos celulares
adheridos a la placa y restos que queda en suspension, este fue realizado utilizando medio
DMEM completo. Se realiz6 cambio de medio cada 2 dias, los cultivos fueron mantenidos
como maximo hasta 7 dias in vitro.

5.6 Cultivo primario de neuronas corticales

Los cultivos primarios fueron obtenidos de embriones de ratas Sprague-Dawley de 17 dias de
gestacion y mantenidos a 37°C y 5% de CO; en incubadora. La corteza cerebral fue

diseccionada bajo lupa estereoscoépica, se retiraron las meninges y el tejido se sometio a
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disgregacion mecéanica enzimatica en presencia de tripsina 0,25% p/v (Gibco)/EDTA 0,20%
p/v (Sigma). Luego, se llevd a cabo digestién enzimética a 37 °C durante 10 minutos, la cual
fue detenida agregando medio MEM completo con 10% de SBF (Gibco), glutamina 2 mM,
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml y fungizona 2,5 pg/ml (Gibco). El tejido
disgregado se resuspendié en medio MEM completo, la estimacion de viabilidad celular fue
realizada por el método de exclusion con azul de tripan 0,2% p/v. Las células obtenidas se
sembraron en placas de cultivo de 12 y 24 pocillos cubiertos previamente con poli-L-lisina 0,2
mg/ml (Sigma-aldrich®), a una densidad aproximada de 1x10° células/cm? por 30 min, al cabo
de los cuales se reemplaz6 el medio de cultivo por medio Neurobasal (Gibco) suplementado
con B27 (Gibco), glutamina 2mM, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 mg/mL y fungizona
2,5 mg/mL. Las células fueron mantenidas en cultivo por 7 dias, se realizé cambio parcial de

medio cada 5 dias.

5.7  Cultivo primario de neuroesferas

Los cultivos primarios fueron obtenidos de ratas Sprague-Dawley de 17 dias de gestacion
y mantenidos a 37°C y 5% de CO. en una incubadora. Luego de aislar el encéfalo, el
area de la corteza cerebral se obtuvo por microdiseccion. Posteriormente, el tejido se
sometié a disgregacion mecanica en medio de proliferacion para neuroesferas (Stem
Cells Technologies Inc), que consta de NeuroCult® NS-A Proliferation Kit, suplementado
con EGF 20 ng/ml, FGF 10 ng/mly heparina 2 pg/ml (NeuroCult completo) (Oyarce et al.,
2018). Luego se descarto el tejido no disociado y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo
de 15 ml el cual fue centrifugado a 800 rpm por 5 min. El pellet fue resuspendido y se realizé
el recuento y la estimacion de la viabilidad celular que fue realizada por el método de exclusion
con azul de tripan 0,2% p/v. Se sembraron en frascos de 25 cm? con 5 ml de medio de

proliferacion a una densidad de 100.000 cél/cm?, 12 horas luego del sembrado se tomaron los
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5 ml presentes en los frascos originales y se sembraron en nuevos frascos de 25 cm? estériles
para asegurar la limpieza del cultivo.

La condicion de adhesion de las NE se realiz6 tratando previamente cubreobjetos de 12 mm
de diametro con poli-L-lisina durante 20 minutos. Se recolecté el medio de los frascos de 25
cm? con las NE en suspension y se sembraron en placas de 12 o 24 pocillos con los

cubreobjetos previamente tratados con poli-L-lisina.

5.8 Suplementacién con Acido retinoico.

Se utilizd Acido todo-trans-retinoico (Sigma-aldrich®) el cual fue resuspendido en DMSO. La
suplementacion de las NE, ya sea, recién adheridas a cubreobjetos con poli-L-lisina (condicién
de adherencia) o en frasco de 25 cm? (condicion de suspension), se realizé al dia 2 in vitro. La
concentracion utilizada fue de 10 uM y se utilizé6 como control la suplementaciéon con el mismo
volumen de DMSO, sélo se realiz6 una suplementacion al 2DIV y se mantuvieron las NE en

cultivo durante 12, 24, 48 y 72 horas post-suplementacion.

5.9 Suplementacién con Acido ascérbico.

La suplementacion con Acido ascorbico se realizé utilizando una concentracion de 100 pM de
L-acido ascorbico (Sigma), preparada al momento de ser utilizado en tampén salino PBS frio
pH 7,4. Las neuroesferas fueron suplementadas a las 12, 24 y 48 horas, como control, se

suplemento con el mismo volumen de PBS, solvente del AA.

5.10 Suplementacion con DHA

Para realizar el tratamiento con DHA se utiliz6 L-acido dehidroascorbico dimérico (Sigma
Aldrich) el cual se agreg6 a los cultivos a las 24 y 48 horas post-adhesién a una concentracion

final de 100 pM.
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5.11 Co-cultivos

En el caso de los co-cultivos con células HL60, a las 24 horas de tratamiento se agrego
directamente a cada pocillo una suspensioén de células HL60 en 100 pL de medio NeuroCult
completo para alcanzar una densidad de 100.000 cél/cm?. Para la realizacién del ensayo de
medio condicionado con células HL60, éstas fueron incubadas en medio NeuroCult completo
durante 48 horas, luego se centrifugaron a 100 g x 5 min para remover las células, y el medio
sobrenadante fue agregados a las diferentes condiciones de cultivo. Para los cultivos mixtos
realizados con células U87 y astrocitos corticales, 2 dias previos a realizarse el co-cultivo las
células fueron sembradas a una densidad de 2,5x10* cél/cm? en placas de 24 pocillos con
vidrios de 18 mm de diametro previamente tratados con poli-L-lisina. Cumplidos los 2 primeros
dias in vitro de las NEs, éstas fueron sembradas directamente en los vidrios en donde fueron
crecidas las células en monocapa. Para la realizacién de las inhibiciones, las células fueron
incubadas con WZB117 (Sigma Aldrich) 5 uM durante 24 horas previas a realizarse el
sembrado de las NEs o las células fueron incubadas con citocalasina B (Sigma Aldrich) 20 uM

durante 5 minutos a 37°C previo al sembrado de las NE.

5.12 Citometria de flujo

Se obtuvieron las muestras a partir del cultivo de NE a los distintos tiempos de tratamiento, las
células fueron disociadas mediante tripsina/EDTA durante 5 minutos a 37°C, luego fueron
centrifugadas por 10 minutos a 1.200 rpm. El pellet fue resuspendido en medio DMEMg1
completo (10% v/v SBF (Gibco), glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml y
fungizona 2,5 pg/ml (Gibco)) en donde se incubaron las siguientes sondas: Intracellular GSH (1X,
Immunochemistry Technologies), CellROX® (1 uM, Invitrogen), SYTOX™ AADvanced™ (1 uMm,

Invitrogen) o SYTOX® Green (1X, Invitrogen). Se utilizdé el equipo BD FACSAria lll, cada
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andlisis se realiz6 en duplicado y se adquirieron 20.000 eventos. Los niveles de GSH, ROS y
viabilidad celular fueron monitoreados segun la intensidad de fluorescencia detectada en el
canal APC o FITC segun correspondiera. Los datos fueron analizados utilizando el software

FlowJo (Tree Star).

5.13 Viabilidad celular.

Para medir la viabilidad de las células presentes en los cultivos de NE posterior al tratamiento
de 72 horas con AA o AR, se utilizo en kit Cell Proliferation kit (XTT) (Biological Industries).
Para esto se sembraron 500 pL de medio de proliferacion que contenian NE de 2DIV en cada
pocillo de placas de 24 wells previamente tratados con poli-L-lisina. La medicion de llevé a
cabo a las 12 y a las 72 horas post-tratamiento siguiendo el protocolo indicado por los

fabricantes.

5.14 Medicién de viabilidad celular mediante IncuCyte®

Para realizar estos andlisis las NE fueron sembradas en placas de fondo ultra transparente,
grado microscopico, de 24 pocillos, en presencia de la sonda SYTOX® Green (1X, Invitrogen).
Las imagenes fueron adquiridas en el equipo IncuCyte®S3 el cual fue configurado para tomar
4 fotos por cada pocillo (se consideraron 4 campos por pocillo, tomandose 1 foto por cada uno
de ellos) con un aumento de 10X cada una hora, por un periodo de tiempo de 72 horas.
Posterior a esto, las imagenes fueron procesadas utilizando el software IncuCyte S3 vy el
moédulo basico que permite analizar la cantidad de objetos que presentan la fluorescencia
verde respecto del total de células identificadas mediante contraste de fase. IncuCyte®S3 se
puede encontrar en el Centro de Microscopia Avanzada (CMA Bio-Bio) de la Universidad de

Concepcion.
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5.15 Anélisis inmunocitoquimico.

Para estos estudios las células fueron cultivadas en placas de 12 o 24 pocillos a una en vidrios
de 18 0 12 mm de diametro. En el caso de las células HL60 se utilizaron vidrios previamente
tratados con poli-L-lisina en donde las células fueron adheridas durante 30 minutos previos a
la fijacion. Primero, las células fueron lavadas con tampdn PBS 1X estéril y fueron fijadas
durante 30 min en paraformaldehido al 4% (Merck) preparado en el mismo tampén.
Posteriormente, se permeabilizaron las células con Triton X-100 (Sigma) al 0.2% por 10 min,
y se incubaron con el primer anticuerpo (Tabla 1) diluido en tampén Tris-fosfato 10 mM (pH
7,8) BSA 1%, en camara humeda durante toda la noche. Transcurrido este tiempo, las células
se lavaron tres veces por 10 min en tampon Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8) y se incubaron con el
segundo anticuerpo
(Tabla 2) marcado con un fluoréforo durante 2 h, para realizar marcaje nuclear se
utiliz6 Hoechst 33342 (1:1000, Invitrogen) el cual fue incubado junto con el segundo
anticuerpo. Una vez terminada la incubacion, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno
en tampon Tris-fosfato y se realiz6 el montaje con solucién liquida de montaje (DAKO). Como
control negativo se utilizé el mismo procedimiento pero en ausencia del primer anticuerpo. Las
muestras fueron analizadas utilizando microscopia confocal convencional en el equipo
confocal Zeiss (Confocal NLO 780, Carl Zeiss, Germany) y para los estudios de super-
resolucion se utilizé el equipo SIM-SR (ELYRA S1, Carl Zeiss, Germany). Todo este
equipamiento se encuentra en el Centro de Microscopia Avanzada (CMA Bio-Bio) de la

Universidad de Concepcion. http://cmabiobio.cl/.
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5.16 Determinacion de AA intracelular

Las determinaciones se realizaron en NE cultivadas y tratadas con AA durante 12, 24, 48y 72
horas, utilizando el kit EnzyChrom™ Ascorbic Acid Assay Kit (BioAssay Systems EASC-100).
Para ello, se sembraron 2 mL de medio con NE de 2DIV en cada pocillo de placas de 6 pocillos
previamente tratados con poli-L-lisina. El protocolo se realizé siguiendo las indicaciones del

fabricante.

5.17 Analisis de transporte

Para caracterizar el transporte de vitamina C se utiliz6é 100 pM de &cido-L-[**C]-ascérbico
(actividad especifica 2,6 mCi/mmol, PerkinElmer, USA) en presencia de 0,1 mM DTT, para los
ensayos de captacion de DHA, esta misma concentracién fue oxidada utilizando ascorbato
oxidasa 0,5 U/uL durante 5 minutos a 37°C. Para éstos analisis las NE o las células HL60, U87
y astrocitos corticales, fueron sembrados en placas de 6 pocillos con 2 mL de medio; previo a
realizar los experimentos se seleccionaron los pocillos que mostraron un sembrado
homogéneo. Las células fueron incubadas con 500 uL/pocillo de tampén de transporte (15 mM
HEPES, 135 mM NacCl, 5 mM KClI, 1.8 mM CacCl,, and 0.8 mM MgCl,) durante 10 minutos a
37°C. Posteriormente se retird el tampdn, se agregaron nuevamente 500 pL del mismo a cada
pocillo y se incubé durante 30 minutos en el caso de AA y 10 minutos en los ensayos de DHA.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, el proceso de transporte fue detenido con 500
UL de tampdn de transporte conteniendo HgCl, 0,2 mM. Finalmente, las células fueron lisadas
con 400 pL de tampon de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, SDS 0,2% p/v) y el lisado fue mezclado
con 4 mL de liquido de centelleo (EcoScint, National Diagnostics). La incorporacion de

radiactividad a las células fue medida en un contador de centelleo liquido Tri-Carb 4810 TR
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(Cisternas et al., 2014). Ademas, para cada condicion se realiz6 el recuento celular, utilizando

el método de exclusion con azul tripan 0,2% p/v.

5.18 Extraccion de ARN.

El ARN de las NE de cultivo primario de 4 dias in vitro sin tratamiento, células HL60, U87 y
astrocitos corticales en cultivo, fue extraido homogenizando las muestras en 500 uL de
Trizol® e incubandolas por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras
fueron tratadas con 100 pL de cloroformo, agitadas vigorosamente por 15 segundos e
incubadas a temperatura ambiente por 3 min. Las muestras fueron centrifugadas a 12.000 x g
por 15 min a 4°C, para separar las fases. Una vez recuperada la fase acuosa de cada muestra,
se agregaron 250 uL de isopropanol y se incub6 por 10 min atemperatura ambiente para
luego centrifugar nuevamente a 12.000 x g por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y
el pellet fue lavado dos veces con 500 pL de etanol 70% v/v y centrifugado a 7.500 x g por 5
min a 4°C. El sobrenadante alcohélico fue eliminado y el pellet fue resuspendido en volimenes
desde 10 a 50 pL de agua libre de ARNasa. ElI ARN total fue cuantificado midiendo su
absorbancia a 260 nm y su pureza se midi6 por la relacién 260/280 nm. Los extractos de ARN
total de las NE tratadas en tiempo dependencia fueron aislados mediante el Kit

Nucleospin®RNA XS de acuerdo a los protocolos del fabricante (Macherey-Nagel).

5.19 Transcripcion reversa del ARN total (RT).

El ARN total fue utilizado para sintetizar ADNc utilizando el RevertAid® H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). En un volumen final de 20 pl, se utiliz6 2 pg del
ARN total de las muestras y se incubé con 0,5 pg de OligodT, denaturado a 70 °C por 5 min 'y

luego se llevé a hielo por 2 min. Inmediatamente después, se agregdé el tampon de
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transcripcion (Tris-HCI 50 mM, pH 8,3, KCI 50 mM, MgCI2 4 mM, DTT 10 mM), la mezcla de
dNTPs (1 mM de cada uno) y 20 U de inhibidor de ARNasa y luego se incubd por 5
min a 37 °C. Finalmente, a la mezcla de reaccién se agregd 200 U de la enzima transcriptasa
reversa RevertAid® H Minus M-MuLV y se incub6 a 42 °C por 1 hora. Luego, una vez
finalizada la reaccion, la muestra fue calentada durante 10 min a 70 °C. En los controles
negativos, se utilizaron las mismas muestras tratadas con el mismo protocolo de

transcripcién pero sin afiadir la enzima transcriptasa reversa.

5.20 Amplificacién del ADNc por PCR.

Lareaccion de PCR del ADNc fue realizada en un volumen final de 12,5 pl en un termociclador
ProFlex PCR system (Life Technologies) y contenia los partidores especificos (0,2 uM de cada
uno) (Tabla 2), Tris-HCI 10 mM (pH 8,8), KCI 50 mM, Nonidet P40 0,8% v/v, MgCI2 1,5 mM,
mezcla de dNTPs (0,2 mM de cada uno), Tag ADN polimerasa 0,31 U (Fermentas) y
1 ul del ADNc. EIl programa de PCR consistié en una incubacion inicial de 5 min a 95 °C
seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 50-65 °C (dependiendo de los partidores)
por 30 segundos y 72 °C por 30-90 segundos. Finalmente, el programa realizdé una extension
final de 7 min a 72 °C. Todos los CcADNs utilizados fueron testeados con partidores
especificos para B-actina y/o ciclofilina. Los partidores usados para amplificar los distintos
genes fueron disefiados utilizando el programa Oligo Primer®, teniendo en cuenta su

Tm, el porcentaje de GC y la formacion de dimeros y loops (Tabla 2).

5.21 Electroforesis en geles de agarosa.

Para la identificacion de los productos de PCR se prepararon geles de agarosa 1,2% p/v en
tampén TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM) y bromuro de etidio 0,2 pg/mL. Se utilizé
tampdn de carga 6X que contenia glicerol 30% v/v, azul de bromofenol 0,5% p/v en tampdn
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TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1mM). Como estandar de peso molecular se sembraron
0,5 ug de un estandar de 100 pares de bases (pb) (Thermo Scientific). Los geles fueron
sometidos a un campo eléctrico de 100 V por 35 min en tampon TAE en una cdmara
de electroforesis. Los fragmentos de ADN en el gel fueron visualizados utilizando GelRed

staining (1X, Biotium), en un transiluminador de luz ultravioleta.

5.22 RT-PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR).

Este ensayo fue realizado en muestras de NE obtenidas de cultivo primario y tratadas segun
el protocolo de tiempo dependencia (12 y 48 horas). Para ello, la extraccion del ARN total
y la transcripcion reversa fueron realizadas de la misma forma que para el RT-PCR
convencional. La cuantificacion del ARNm de SVCT?2 fue ralizadas en forma relativa al gen de
referencia B-actina. Para la cuantificacibn se adaptaron los protocolos utilizados para los
partidores de RT-PCR convencional (Tabla 2) y se aplicé el kit “Brilliant ®SYBR® Green
QPCR master mix” (Stratagene) que utiliza SYBR green para la deteccién de amplicones. Se
utilizé el equipo Mastercycler epgradient realplex2 (Eppendorf). Se realizaron curvas de
calibracién, con diluciones seriadas, de una de las muestras para determinar la eficiencia de
las reacciones. Para cada gen, la cuantificacién se realiz6 comparando los ciclos que eran
requeridos para lograr una amplificacion sobre el ciclo umbral (Ct); esto en relacién al nimero
de ciclos requeridos para amplificar un de referencia, sobre su ciclo umbral. Los resultados
fueron graficados aplicando el método AACts, donde se expresa la expresion relativa de los

genes de interés sobre las muestras control.
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Tabla 1. Partidores utilizados en RT-PCR convencional y gRT-PCR.

Nombre partidor | Secuencia (5’- 3’) Sentido(*) | Producto (pb)
mrSVCT2 TGCCAGGAAGGGTGTACTTC SN

255
mrSVCT2 CCGGTACCAAATATGCCATC AS
rGLUT1 TCAAACATGGAACCACCGCT SN

203
rGLUT1 AGAAACCCATAAGCACGGCA AS
hGLUT1 GTGGAGACTAAGCCCTGTCG SN

200
hGLUT1 GATGGGAAGGGGCAAATCCT AS
Ciclofilina ATAATGGCACTGGTGGCAAGTC | SN

239
Ciclofilina ATTCCTGGACCCAAAACGCTCC | AS

5.23 Western Blott

La extraccion de proteinas totales de realiz6 a partir de células U87, HL60, astrocitos corticales
y neuroesferas utilizando buffer de lisis NP-40 con inhibidor de proteasas (Cell signaling
#5872). Las muestras fueron centrifugadas 10 min a 4°C a 12.000 rpm, se rescatd el
sobrenadante y se realiz6 la cuantificacion de proteinas totales utilizando el método de
Bradford. Las proteinas fueron separadas en un gel SDS-PAGE 10% en donde se cargaron
entre 30 a 70 ug dependiendo de la proteina a analizar, posteriormente fueron transferidas a
una membrana PVDF (0,45 pm, Immobilon-P, Merck Millipore). Una vez realizada la

transferencia se tifid la membrana con una solucién de rojo Ponceau-S 0,2% p/v para confirmar
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la correcta transferencia de las proteinas. Posteriormente, la membrana fue bloqueada con
leche descremada 5% p/v en tampén TBS (NaCl 150 mM, Tris 10 mM, pH 7,4) y Tween-20
0,05% v/v (TBS-TL) durante 1 h. Luego, las membranas fueron incubadas con el primer
anticuerpo (Tabla 1), diluido en TBS-TL por 12 h a 4°C. Terminada esta incubacion, la
membrana fue lavada con TBS-T y bloqueada con TBS-TL. La membrana fue incubada por 2
h con un segundo anticuerpo anti-lgG conjugado con peroxidasa diluido en TBS-TL. Una vez
finalizada la incubacion, la membrana fue lavada con TBS-T y luego revelada con un sistema

de deteccion quimioluminiscente (Western Lighting® Plus-ECL Perkin Elmer).

5.24 Inmunodeteccion de carboximetil-lisina (CML) y proteinas carboniladas

La determinacion de los niveles de CML y proteinas carboniladas intracelulares fue realizada
por inmunoblot usando anticuerpo primario anti-CML (R&D systems, Minneapolis, MN, USA)
y el kit de deteccion de oxidacion de proteinas OxyBlot™ (Chemicon International, Temecula,
CA), respectivamente. Los lisados celulares fueron obtenidos desde las diferentes condiciones
de tratamiento de NE adheridas utilizando CelLytic™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), las
proteinas fueron cuantificadas mediante el método BCA utilizando BSA como estandar de
proteinas (Smith et al., 1985). Las proteinas (15 pg) fueron derivatizadas hacia 2,4-
dinitrofenilhidrazona (DNP-hidrazona) por la incubacion con 2,4-dinitrofenilhidracina (DNPH).
Para andlisis de SDS-PAGE y CML, 22,5 ug de proteinas fueron calentadas durante 5 minutos
en buffer Tris 62,5 mM pH 6,8 con 2% SDS, 10% glicerol y 100 mM de B-mercaptoetanol como
agente reductor méas trazas de azul de bromofenol como marcador de carga. Todas las
muestras fueron separadas en gel de poliacrilamida al 12% por electroforesis. Las muestras
en SDS-PAGE fueron tefiidas con solucion de azul brilliante de Coomassie R-250 (Biorad,
USA) y luego lavadas con solucién de 4cido metanol-acético. Las proteinas fueron transferidas

a una membrada de nitrocelulosa (Pierce, Rockford, IL, USA) por 60 minutos a 100 V. Luego,
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las membranas fueron incubadas con 1% de BSA y PBSA-Tween 20 (0,05%) durante toda la
noche. Para los andlisis de CML, se incubd6 la membrana con anticuerpo primario anti-CML
(1:1000) en PBS-Tween 0.05% con BSA 1% (solucion de bloqueo) durante 1 hora. Las
muestras derivatizadas hacia DNP fueron incubadas con el anticuerpo policlonal especifico
para el motivo DNP (1:5000, conejo) durante 1 hora en solucion de bloqueo a temperatura
ambiente. Después de varios lavados con PBS-Tween 0,05%, las membranas fueron
incubadas con IgG de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa (1:10000) dirigido contra el
anticuerpo primario en solucién de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalizada
la incubacion con reactivo quimioluminiscente (Western Lightning chemiluminescence reagent,
Perkin Elmer-Life Sciences, Boston, USA) las membranas fueron expuestas a un film ECL
(hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Les Ulis, France). El escaneo de los films se hizo con
Hewlett Packard Image Scanner. La intensidad de las sefales se cuantificé con

ImageJ software (NIH). Todos los analisis se hicieron al menos en triplicado y fueron

expresados como el promedio = SD.

5.25 Produccién de lentivirus EGFP

El lentivirus generado corresponden a una versién modificada del virus de inmunodeficiencia
humana (VIH-1) (Naldini et al., 1996). Una falla en la replicacion del virus y la utilizacion de 4
plasmidos que contienen los genes virales, le otorga una alta bioseguridad al proceso de
obtencion de los lentivirus. Para obtener las particulas lentivirales se hicieron transfecciones
transientes en células HEK293T. Para esto 1,8 x 107 células fueron sembradas en placas de
15 cm de didmetro (Corning Costar) utilizando 22 ml del medio completo descrito
anteriormente. Luego de 6 horas sembradas las células, se realiz6 un cambio de medio
completo y 2 horas después, se realizo la co-transfeccion de los 4 plasmidos. El constructo
pCMVdR8.74, contiene la secuencia RRE que codifica para los genes gag y pol del VIH-1; el

constructo pRSV-Rev, codifica la proteina Rev; el constructo pMD2.VSVG, produce la
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glicoproteina G del virus de estomatitis vesicular (que le otorga tropismo neuronal a los
lentivirus). Para la formacion del lentivirus control se utilizé el vector de transferencia
(pPRRLsin.PPTs.nCMV.GFPpre) que codifica la proteina fluorescente verde (EGFP) como gen
reportero. La co-transfeccion se realizo utilizando el método de precipitacion del ADN con
fosfato de calcio (C. Chen & Okayama, 1987). Las células co-transfectadas se incubaron en
estufa de cultivo a 37 °C toda la noche, luego de lo cual, se realizé un cambio a medio
completo. Pasadas 48 horas, los 22 ml del medio de cultivo conteniendo los distintos lentivirus
fue recogido, centrifugado a 2500 rpm x 5 min vy filtrado a través de filtros de 0,45 pm
(Advantec®). El filtrado fue alicuotado y almacenado a -80 °C hasta utilizar. Para la
titulacion de los lentivirus se sembraron 3.5 x10* células HEK293T en cubreobjetos y medio
completo. Luego de 8 horas sembradas las células se prepararon diluciones seriadas de 10*
hasta 10 de cada lentivirus y se transducieron las células. A las 12 horas se realiz6 cambio
del medio y 48 horas mas tarde las células fueron fijadas con PFA 4%, para luego ser
montadas en medio de montaje para fluorescencia y observadas por microscopia. La cosecha

del virus control EGFP utilizada en esta tesis mostré una titulacion de -7.

5.26 Ensayos in vivo

Los estudios in vivo fueron llevados a cabo en ratas de 5 dias postnatales, las cuales fueron
sometidas a una inyeccion intracortical en la zona externa de la coteza cerebral. Se utilizaron
3 tipos de inyeccion: inyeccion de 4 pL del lentivirus EGFP (control), lentivirus EGFP mezclado
en razon 1:1 con el inhibidor WZB117 (Sigma Aldrich) o lentivirus EGFP mezclado con DHA
hasta llegar a una concentracion de 100 puM, éstas ultimas en un volumen final de 6 pL. Los
animales fueron anestesiados por frio durante 3 minutos en hielo, luego se realiz6 la inyeccién
trazando una linea imaginaria entre el ojo izquierdo y la interseccién de las suturas sagitales y

coronales, punto conocido como “Bregma”. Se busco el punto medio de esa linea realizando
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la puncién a 1,5 mm de profundidad, esta fue realizada a mano alzada con una jeringa
Hammilton biselada de uso exclusivo para este procedimiento. Luego de la inyeccion los
animales fueron mantenidos en una caja separada de la madre a 37 °C para su recuperacion,
cuando recuperaron la movilidad fueron devueltos a la caja en donde estaba la madre. Fueron
monitoreados durante 72 horas post-inyeccion siguiendo el procedimiento de supervision y
punto final de animales postnatales aprobado por el comité de bioética de la Facultad de
Ciencias Biologicas de forma diaria para evitar dolor y angustia a causa del procedimiento. En
cada camada se inyectaron entre 2 a 3 animales por condicion, y se utilizaron al menos 3
camadas diferentes para realizar los estudios. Cumplidas las 72 horas, al dia P8, los animales

fueron sacrificados por decapitacion y se realizé la extraccion de su cerebro.

5.27 Fijacién

Para la obtencion de cerebros de ratas 5 u 8 dias post-natal (P5-P8) los animales fueron
anestesiados con mezcla de anestésico (ketamina 40% v/v, xilacina 40% v/v y pacifor 20%
viv) la cual fue inyectada intraperitonealmente una vez cumplido el tiempo de tratamiento
correspondiente. Posteriormente, los animales fueron perfundidos transcardialmente con NacCl
0,9% seguido de paraformaldehido (PFA) 4% y luego decapitados para extraer su cerebro. Se
realizaron cortes frontales del tejido y se mantuvieron en PFA por al menos 48 h en inmersion,
luego se realizé el proceso de corte en vibratomo (Vibratome line, Leica VT 10005) para
obtener cortes de entre 80-150 um. Para localizar el area de inyeccién y obtener cortes
adyacentes, se montaron cortes seriados (1 cada 5 cortes) y se observaron al microscopio.
Los cortes positivos para la transduccién fueron seleccionados para realizar analisis de

inmunocitoquimica y microscopia confocal.
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5.28 Inmunofluorescencia

Los cortes fueron lavados 3 veces en tampon Tris- fosfato 10 mM (pH 7,8), luego, el primer
anticuerpo preparado en Tris-BSA-Triton X-100 0,2% v/v se incubo por 16 h en las diluciones
correspondientes (Tabla 1). Posterior a la incubacion con el primer anticuerpo y sus
respectivos lavados en tampon Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8) las muestras fueron incubadas
durante 2 a 4 h con los segundos anticuerpos (Tabla 1) unidos a cianinas, dependiendo del
origen del primer anticuerpo, en una camara himeda a temperatura ambiente y en
oscuridad. Luego, las muestras fueron lavadas en tampén Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8) y
montadas con medio de montaje para fluorescencia (Dako). Como tincién nuclear se utilizé
Hoechst 33342 (1:1000, Invitrogen) el cual fue diluido junto con el segundo anticuerpo. Los
estudios asociados a microscopia confocal convencional fueron realizados en el equipo
confocal Zeiss (Confocal NLO 780, Carl Zeiss, Germany). Las reconstrucciones
bidimensionales en los planos xz e yz y las proyecciones tridimensionales fueron realizadas
con el programa Zen 2011 V7.0.7.2 (Zeiss) o con el programa Imaris 7.4 (BitPlane). Todos
estos equipos y software se encuentran disponibles en el Centro de Microscopia Avanzada

(CMA Bio-Bio) de la Universidad de Concepcion. http://www.cmabiobio.cl/

Tabla 2. Anticuerpos utilizados

Anticuerpos Primarios

Anticuerpo Especie | Dilucion | Origen
Anti-GFAP Conejo | 1:400 Dako
Anti-SVCT2 Conejo | 1:200 Novus Biologicals
Anti-Nestina Raton 1:50 BD Biosciences
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Anti- Tubulina Bl Raton 1:1000 Promega
Anti-Sox2 Conejo | 1:100 Abcam
Anti-GLUT1 Conejo | 1:100 EMD Millipore, USA
Anti-vimentina Raton 1:300 Dako

Anti- GLUT3 (M-20) | Cabra 1:100 Santa Cruz Biotech
Anticuerpos Secundarios

Anticuerpo Especie | Dilucién | Origen

Anti-IgG conejo — | Burro 1:200 Jackson

Cy?® Immunoresearch
Anti-IgG conejo — | Burro 1:200 Jackson

Cy? Immunoresearch
Anti-IgG conejo — | Burro 1:200 Jackson

Cy® Immunoresearch
Anti-lgG ratén — | Burro 1:200 Jackson

Cy? Immunoresearch
Anti-IgG ratén — | Burro 1:200 Jackson

Cy? Immunoresearch
Anti-IgG ratén — | Burro 1:200 Jackson

Cy® Immunoresearch
Anti-lgG cabra — | Burro 1:200 Jackson

Cy? Immunoresearch
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5.29 Impregnacion Golgi-Cox

Esta impregnacion se realizé siguiendo el protocolo publicado por Kassem y cols. en 2017
(Kassem, Fok, Smith, Kuligowski, & Balleine, 2018) llamado Ultra-rapid Golgi stain (URG, sigla
en inglés). Para ellos se obtuvieron cerebros de rata P8 fijados mediante perfusion vascular
con PFA 4% y mantenidos en inmersion con el mismo fijador por 1 hora, adicionalmente, se
realiz6 esta impregnacion en cortes de 150 um obtenidos desde los mismos cerebros,
previamente identificados como cortes que pertenecian a la zona de inyeccién. El cerebro
completo o los cortes, fueron lavados en PBS 1x y luego incubados en solucion URG (cloruro
de mercurio 5% m/v, dicromato de potasio 5% m/v y cromato de potasio 1,6% m/v) durante 36
horas a 37°C. Cumplido el periodo de incubacién, se realizaron lavados con H,O destilada y
posteriormente, se incubd con hidréxido de amonio 10% v/v durante 20 min a temperatura
ambiente y oscuridad. Finalmente, se incub6 durante 20 minutos con tiosulfato de sodio 10%
m/v, se realizaron 2 lavados con H,O destilada y en el caso de la impregnacion en cerebro
completo se procedi6 a cortar en vibratomo (cortes de 150 um). Finalmente, los cortes fueron
montados en portaobjetos previamente cubiertos con gelatina, se secaron en oscuridad

durante 15 minutos y se utiliz6 medio de montaje para fluorescencia (Dako).

5.30 Cuantificacion de procesos neuronales

Para el andlisis de imagenes obtenidas en Z-stack mediante microscopia confocal se utilizo el
programa Imaris 7.4 (BitPlane), se realiz6 una reconstruccion tridimensional de todos los
procesos y se descartd manualmente la superficie de la estructura central de la NE. Luego, se
generaron 4 cuadrantes de un area total de 10.000 um?los que se posicionaron aleatoriamente
en 4 posiciones adyacentes a la estructura central y se calcul6 el volumen total de procesos

en éstas areas establecidas. En el caso de la cuantificacion en imagenes obtenidas mediante
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campo claro, la presencia de neuritas y el largo total de las mismas se cuantificé utilizando el

plugin NeuroJ del software ImageJ (W. Rasban, NIH).

5.31 Obtencién de slices agudos

Se obtuvieron cortes frontales de ratones Balb/C P14-P21 los cuales fueron facilitados por el
Animal Welfare Office at the Animal Care and Use Facility of the Heinrich Heine University
(Alemania). Los ratones fueron anestesiados por CO,, decapitados y rapidamente se obtuvo el
cerebro, este ultimo fue puesta en fluido cerebroespinal artificial modificado (MACSF, sigla en
inglés) en frio conteniendo en mM: 125 NacCl, 2,5 KClI, 0,5 CaCl;, 6 MgCl,, 1,25 NaH,PO., 26
NaHCO; y 20 de glucosa, burbujeado con 95% de O, y 5 % CO,, resultando un pH 7,4 y una
osmolaridad de 310 + 5 mOsm/L. El cerebro fue orientado para obtener rebanadas de 250 um
en vibrdtomo (HM 650 V, Thermo Fisher, Waltham, MA). Las rebanadas fueron incubadas a
34°C for 20 min en solucién salida conteniendo 1 uM de SR101 para marcar astrocitos, seguido
de 10 minutos en solucion salina libre de SR101. Posteriormente, las rebanadas se
mantuvieron a temperatura ambiente en ACSF estandar conteniendo en mM: 125 NacCl, 2,5
KClI, 2 CaCl,, 1 MgCls, 1,25 NaH;PO,, 26 NaHCO3, 20 glucosa burbujeado con 95% de O,y 5
% CO,, resultando un pH 7,4. Durante los experimentos realizados a temperatura ambiente,
las rebanadas fueron perfundidas con ACSF y fueron analizados por hasta 6 horas luego de

su obtencion.

5.32 Andlisis de niveles de sodio y calcio intracelulares

Para analizar los niveles de Na* intracelular se inyectdé la sonda SBFI (sodium-binding
benzofuran isophthalate acetoxymethyl [AM] ester, 200 uM, Teflabs, Austin, TX, USA) en la
capa ll/Ill, para el andlisis de los niveles de Ca?* se utilizé la sonda Fura-2 (200 uM) que fue

inyectada en la misma zona cortical. Imagen en campo abierto de ambas sondas fue llevado
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a cabo usando una variable del sistema de escaneo digital (Nikon NIS-Elements v4.3, Nikon
GmbH Europe, Duesseldorf, Germany) unido a un microscopio upright (Nikon Eclipse FN-PT,
Nikon GmbH Europe, Duesseldorf, Germany). SBFI fue excitado alternadamente a 340/380
nm y Fura-2 a 357/380 nm. Las imagenes fueron obtenidas a 1 Hz y la emision fue colectada
a > 440 nm para ambas sondas, la fluorescencia fue evaluada en regiones de interés (ROIS)
posicionados en los cuerpos celulares de neuronas y astrocitos. La sefal fue corregida del
background y analizada usando OriginPro Software (OriginLab Corporation v.9.0,

Northampton, MA, USA).

5.33 Marcaje con TTC

Se realiz0 la tincién con 2,3,5-cloruro de trifeniltetrazolium (TTC) al 2% preparado en PBS 1X
frio y mantenido en oscuridad durante el procedimiento. Los cerebros fueron obtenidos ratas
P8 inyectadas con las distintas condiciones, se cortaron en secciones coronales de
aproximadamente 3 mm de grosor intentando cortar por el medio la zona inyectada. Los trozos
fueron tefiidos durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, posteriormente,

fueron transferidos a PFA 4% en donde se mantuvieron por 2 dias en inmersion.

5.34 Analisis estadistico

El andlisis se realizé utilizando el software GraphPad Prism version 6.01. Los datos
representan el promedio + SEM. Cada experimento fue realizado al menos en duplicado o
triplicado, se realizaron dos a tres repeticiones de cada experimento independientes entre si.
La comparacion estadistica entre dos grupos fue realizada usando test t-student, para analisis
de mas de dos grupos de datos se realize un analisis de varianza (ANOVA) seguido del test

Tukey. Desde un valor de P<0.05 fue considerado significativo.
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6. RESULTADOS
6.1  Capitulo 1. Andlisis del efecto de AA en la formacion de procesos neuriticos en

células progenitoras neurales in vitro y efecto de DHA en este modelo.

Esta tesis se ha desarrollado utilizando el modelo de neuroesferas (NE) in vitro, el cual fue
descrito en el afio 1992 por Reynolds y Weiss. Estos autores lograron aislar células
precursoras neurales desde el estriatum de ratdén adulto, luego de cultivarlas en presencia de
factores mitogénicos (FGF, EGF), se form6 una estructura en forma de esfera que contenia
células proliferativas. Dentro de esta estructura existia una importante poblacion positiva al
marcador nestina, el cual es un filamento intermedio presente en células precursoras
neuroepiteliales del cerebro embrionario. De esta forma, la NE es una estructura que permite
la mantencion de células indiferenciadas in vitro, permitiendo la diferenciacién de éstas hacia

células con compromiso neuronal y glial.

6.2 Caracterizacion del cultivo primario de NE crecidas en adhesion

Como se mencion0 anteriormente, las NE formadas en suspension permiten la proliferacion
de células precursoras in vitro, en este trabajo se obtuvieron NE a partir de la corteza cerebral
de rata embrionaria de 17 dias de gestacion (Figura 1 A). las cuales fueron sembradas en
presencia de EGF y FGF, luego de 2 dias in vitro (2 DIV) las NE fueron sembradas en vidrios
previamente tratados con poli-L-lisina, para inducir su adhesién y posterior analisis

inmunocitoquimico, luego de 24 horas.

Las NEs adheridas presentan células positivas al marcador neuronal tubulina BllI, proteina que
se encuentra principalmente en los procesos que salen desde la NE (Figura 1 B). La expresion
de la proteina acida fibrilar de la glia (GFAP) se detecta principalmente intracelular, en las
células que componen la NE (Figura 1 C), lo mismo ocurre con el marcador de nestina (Figura
1 D); esta proteina se localiza tanto en la membrana, como intracelularmente en una

importante poblacion celular presente en el interior de la NE. SOX2 corresponde a un factor
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de transcripcion relacionado con la mantencién de la pluripotencia en NSC, el cual también se
observa en los nucleos de las células que forman la NE (Figura 1 E). De esta manera, las NEs
formadas presentan poblaciones celulares heterogéneas en donde destacan células con un

compromiso neuronal.

Posteriormente, analizamos la presencia de los transportadores de vitamina C detectandose
una intensa inmunorreaccion para SVCT2. Este transportador de localiza tanto en los procesos
que salen desde la NE, como en las células que la componen (Figura 1 F), mientras que el
transportador GLUT1; se detecté principalmente en la membrana de las células de la NE

(Figura 1 G).

Reportes previos de nuestro laboratorio, han determinado que NEs en suspension co-localizan
nestina y SVCT2 (Oyarce et al., 2018), lo que se ha observado durante el desarrollo
embrionario del SNC, especificamente en la GR (Figura 2 A). Sin embargo, durante las
primeras semanas de desarrollo post-natal, SVCT2 co-localiza con el marcador neuronal
tubulina BlII. Esta observacién, previamente realizada en tejidos, fue ahora reproducida en las
NEs adheridas. Luego de 24 horas en adhesion, efectivamente podemos observar una co-
distribucién de SVCT2 y tubulina (Figura 2 B) en procesos neuriticos (Figura 2 C, D, flecha),
como en el soma neuronal (Figura 2 C-D, cabezas de flechas). Proponemos que las NE
adheridas representan de una buena manera, las caracteristicas postnatales del cerebro en

desarrollo.

En una segunda etapa, comprobamos la expresion de SVCT2 y GLUT1 mediante PCR
convencional y analisis de Western blot. Por medio de PCR identificamos un producto de 423
pb para SVCT2 y 203 pb para GLUT1, en muestras de NE adheridas por 24 h (Figura 3 A,
surco 1). En el analisis de Western blot, observamos dos bandas, de 40 y 50 kDa

caracteristicas para GLUT1,
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Figura 1. Caracterizacién inmunocitoquimica de cultivos de NEs crecidas en adhesion.

A. Protocolo de obtencién, formacion y adhesion de NEs durante 2 DIV en cubreobjetos
previamente tratados con poli-L-lisina para su posterior analisis a las 24 h. B-F.
Inmunocitoquimica utilizando anticuerpos anti-tubulina Blll (B, marcador neuronal), anti-GFAP
(C, marcador glial). Anti-nestina (D) y anti-SOX2 (E) fueron utilizados como marcadores de
indiferenciaciéon. F-G. Inmnunoreaccién para el transportador de acido ascorbico, SVCT2 (F)
y el transportador de DHA, GLUT1 (G). Barra de tamafio, 50 um.
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Figura 2. Expresion de SVCT2 en células con compromiso neuronal en NE adheridas.

A. Reconstruccion 3D de NEs analizadas con anti-SVCT2 (rojo) o anti- tubulina BIII (verde).
Tile-scan utilizando microscopia confocal. B. Superposiciéon de las sefiales de SVCT2 (rojo),
tubulina BlII (verde) y el marcador nuclear (azul), en NE control adherida por 24 h. C-D. Zoom
digital de la zona indicada en B, donde se observa con mayor detalle las células que componen
la NE, las cuales presentan inmureaccion para tubulina BlIl (C, cabeza de flecha) y SVCT2
(D, cabeza de flecha). Se observa también la presencia de SVCT2 en procesos neuriticos

positivos a tubulina Blll (flecha en C y D). Barra de tamafio: 50 um.
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y una intensa banda de 40 kDa para SVCT2. Adicionalmente, también se observaron dos
bandas de ~50 kDa y de ~75 kDa, siendo esta Ultima, la mas descrita en la literatura (Figura 3

B).

Para analizar la funcionalidad de ambos transportadores se realizaron estudios de transporte
utilizando *C-AA en NE control mantenidas durante 24 h en adhesién. En 30 minutos de
captacion, se observé una incorporacién efectiva de AA en presencia de sodio (10,51+ 0,43
nmol/108 cél), el cual fue levemente inhibido por la ausencia de Na* (Figura 3C).
Paralelamente, en 10 minutos de captacion, se observé una incorporacion efectiva de DHA
(21,06 + 2,18 nmol/10°cél ), lo cual fue inhibida por la presencia de citocalasina B, un inhibidor

de GLUT1 (Figura 3 D).

Finalmente, utilizamos microscopia de suUper-resolucién SIM para determinar la localizacion
que tienen los transportadores SVCT2 y GLUT1 dentro de la estructura tridimensional de la
NE (Figura 3 E-T). Respecto a SVCT2, se observaron pequefios clusters del transportador, los
cuales se distribuyen a lo largo de los procesos tubulina BllIl positivos (Figura 3 G-H, flecha),
sin embargo, se detecta la mayor presencia de este transportador a nivel intracelular y muy
poco a nivel de la membrana celular (Figura 3 G-H, cabeza de flecha). Lo anterior, se observa
en mayor detalle al reconstruir las imagenes en 3D, donde se observa la amplia distribucién
de SVCT2 en los procesos neuriticos (Figura 3 [-J), a nivel intracelular y en la membrana
plasmética (Figura 3 K-L). Por su parte, GLUT1 presenta una distrubicibn mucho mas
homogénea (Figura 3 M-N), observandose claramente localizado a nivel de la membrana
plasmatica (Figura 3 O-P, flecha), asi como también se encuentra claramente localizado a
nivel de los procesos neuriticos (Figura 3 O-P, cabeza de flecha). Cabe destacar, que la
reconstruccion tridimensional permite confirmar la presencia de GLUT1 en la membrana de

las células que componen la NE (Figura 3 S-T) y en las neuritas (Figura 3, Q-R).
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De esta manera, las NE crecidas in vitro en condicion de adhesién, poseen transportadores
funcionales tanto para la forma reducida (SVCT2) como para la forma oxidada (GLUT1) de
vitamina C, siendo ademas un modelo de células en cultivo que representa de mejor manera

el desarrollo postnatal de la corteza cerebral.

6.3 Efecto del tratamiento prolongado con AA en NEs adheridas.

Utilizando las NE adheridas, se estudio el efecto del AA sobre la diferenciacion de células
precursoras in vitro. Se realiz6 el tratamiento con 100 uM AA, siguiendo el protocolo sefialado
en la figura 4A; AA fue aplicado al tiempo 0 (momento en que se adhieren las NES), luego se
repitié el tratamiento a las 12, 24 y 48 h. Al mismo tiempo, se realiz6 el tratamiento con un
control positivo de diferenciacién neuronal, acido retinoico (AR), el cual corresponde a la
molécula activa de la vitamina A, la cual ha sido ampliamente utilizada en la literatura para
inducir diferenciacién neuronal (Siegenthaler et al., 2009). En este caso, se realiz6 la
suplementacién con acido all-trans-retinoico 10 uM o DMSO (solvente de AR), al momento de
adherir las NEs. El andlisis inmunocitoquimico con anti-tubulina Blll muestra que en ambos
tratamiento, se induce el crecimiento de neuritas desde las 12 h (Figura 4 B-C), las cuales

crecen en largo y niumero, hasta las 24 (Figura 4 E-F)y 48 h (Figura H-1).

Se realiz6 un analisis cuantitativo del volumen de procesos positivos a tubulina, que salen

desde la estructura central de la NE, utilizando el software Imaris, el cual segmenta
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Figura 3. Expresion, funcion y localizacion de los transportadores de vitamina C en NE

adheridas.

A. Analisis mediante PCR convencional de la expresién del ARNm de SVCT2 y GLUTL1. Surco
1: ADNc obtenido a partir de NE control adheridas por 24 h. Surco 2: Reaccion en ausencia
de transcriptasa reversa. Surco 3: ADNc cerebro de rata PN8 (control positivo). Surco 4:
Control negativo (agua). B. Western Blot utilizando anti-GLUT1 y anti-SVCT2 en muestras
extraidas de NE control de 24 h post-adhesién. C. Estudio de la captaciéon de AA en NE control
de 24 h, adheridas en presencia o ausencia de sodio. D. Andlisis de la captacion de DHA en
NE de 24 h control, en ausencia o presencia del inhibidor de GLUT1, citocalasina B, 20 uM.
Barras representan promedios + SEM, dos experimentos independientes en duplicado.
Analisis estadistico t-student (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001). E-T. Analisis mediante
microscopia de super resolucion en NEs control adheridas por 24 h. Distribucién subcelular de
los transportadores SVCT2 (E-L) y GLUT1 (M-T), mediante inmunocitoquimica. E-F.
Inmunoreaccion para tubulina Bl (verde) y SVCT2 (rojo), imagen de fluorescencia (E) y super
resolucion (F). G-H. Aumento digital de la zona marcada en F, donde se observa la presencia
de SVCT2, tanto en la membrana celular como en los procesos tubulina Bl positivos. I-J.
Reconstruccion tridimensional de procesos positivos a tubulina Bl (verde), donde se observa
la distribucion de SVCT2 (rojo). K-L. Imagen en 3D de la zona indicada en G (cabeza de
flecha), para observar la presencia de SVCT2 (rojo), tanto en la membrana como en el
citoplasma celular. M-N. Imagen de campo abierto (M) y de super resolucion (N) para GLUT1
(blanco) y tubulina BlII (verde) en NE control. O-P. Aumento digital de la zona marcada en N.
Q-T. Recontruccion 3D de las zona indicada en O (flecha), donde se observa la presencia del
transportador GLUT1 (blanco) en los procesos positivos a tubulina Blll (verde) (Q-R) y en la

membrana celular (S-T). Barra de tamafio, 50 um.
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de manera tridimensional toda la superficie positiva a tubulina, aislando la estructura central.
A las 12 h de tratamiento se observa que AA induce un mayor volumen de procesos,
comparado con su control, lo mismo ocurre en el caso de AR (Figura 4 D). Luego de 24 horas
el tratamiento con AA, sigue incrementando el volumen de procesos que salen desde la NE,
mientras que AR no genera una respuesta significativa (Figura 4 G). Esta situacién se
mantiene hasta las 48 horas, donde AA duplica el volumen de procesos, comparado con las
12 h (Figura 4 J). Cabe destacar, que entre las 12 y 48 h, el tratamiento con AA muestra un
mayor volumen de procesos positivos a tubulina BllI, comparado con el tratamiento de AR (12
H AA 1.351 + 145,6, AR 894,6 + 72,85; 24 H AA 2.349 + 241,9, AR 1.162 + 86,26; 48 H AA
3.879+ 214,9, AR 2472 + 140,0 um3/cuadrante) (Figura4 D, G, J). En contraste a lo observado
durante las primeras 48 h de tratamiento, al prolongar el tratamiento con AA durante 72 h, se
observa una fuerte disminucion en el volumen de procesos neuriticos comparado con su
control (PBS) y comprado con el control positivo (AR), el cual presenta un incremento
significativo en el volumen de procesos (72H AA 1.364 + 203,1, AR 2.467 + 329,0
um?3/cuadrante) (Figura 4 M). Este cambio se condice claramente con la morfologia de las NEs
analizadas a las 72 horas de tratamiento con AA, donde se detecta una menor presencia de
procesos positivos a tubulina, con una alta presencia de debris celular y “restos” de las neuritas
crecidas hasta las 48 h. En contraparte, AR mantiene y aumenta el crecimiento de sus neuritas

hasta las 72 h (Figura 4 K-L).

Producto de esta drastica disminucidon en el volumen de neuritas durante el tratamiento con
AA entre las 48 y 72 h, decidimos analizar la viabilidad de nuestros cultivos en las diferentes

condiciones de tratamientos.
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Figura 4. Andlisis comparativo del crecimiento de neuritas estimulado por AAy AR.

A. Protocolo de ensayos de diferenciacion neuronal utlizando AA y AR. B-M.
Inmunocitoquimica asociada a tubulina Il (verde) en NE tratadas con AR 10 uM (B, E, H, K)
0AA 100 uM (C, F, I, L), durante 12, 24, 48 y 72 h; respectivamente. D, G, J, M. Cuantificacion
del volumen de procesos en NE tratadas con AR o AA, durante 12, 24, 48 o 72 h;
respectivamente. Andlisis estadistico ANOVA, seguido de test Tukey. (*p <0.05; **p <0.01; ***p
<0.001. Barras muestran promedios + SEM. N=6 NEs cuantificadas por condicién. Barra de

tamafio, 50 pm.
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Para ello se realizaron ensayos de viabilidad utilizando el método de XTT en los cultivos de
NE tratados con AR y AA a las 24, 48 y 72 h. Estos resultados no mostraron una disminucion
en la viabilidad celular en ninguno de los tratamiento realizados (Figura 5 A-B). Esto fue
corroborado utilizando citometria de flujo para analizar la incorporacién de Topro-3 y la
intensidad de la sonda Mitotracker (sonda que detecta la actividad mitocondrial). A las 72 h, el
porcentaje de células negativas a Topro-3 y positivas a Mitotracker (células vivas) se mantuvo
cercano al 100% en todos los tratamientos (Figura 5 C). Finalmente, se realizé un analisis de
viabilidad en tiempo real, utilizando la tecnologia de IncuCyte®, el cual permite analizar en
tiempo real, la incorporaciéon de la sonda SytoxGreen a las células mientras se encuentran
bajo las distintas condiciones de cultivo. Este andlisis se realiz6 por un total de 75 h, donde se
observa que entre las 0 y las 40 h existe un aumento sostenido de las células que incorporan
la sonda (células muertas) en todas las condiciones (Figura 5 D), sin embargo, al comparar el
numero de células muertas a las 72 h, no existen diferencias significativas entre AAy AR con
sus respectivos controles (Figura 5 D, gréfico interior). De esta forma, comprobamos que el
cambio morfolégico observado hasta las 72 h de tratamiento con AA, no se encuentra asociado

a una disminucion en la viabilidad celular.

Adicionalmente, analizamos si el tratamiento con AA puede regular los niveles de expresién
de los transportadores de vitamina C, SVCT2 y GLUT1, lo cual pudiera explicar tanto el
crecimiento de las neuritas como la pérdida de las mismas. Utilizando PCR en tiempo real, se
detectd que el tratamiento con AA induce un significativo aumento en la expresion de SVCT2
a las 24 h post-tratamiento, lo cual se mantiene hasta las 48 h comparado con su control, esto
se revierte a las 72 h, donde tanto la condicién control como la tratada con AA, muestran una
disminucion en la expresion de SVCT2 (24 H Control 3,8 + 0,19, AA 6,5 + 0,67; 48 H Control
4,4 + 0,63, AA 6,5+ 0,49; 72 H Control 2,0 + 0,30, AA 1,6 + 0,23) (Figura 6 A). De la misma

forma, los niveles de expresion del transportador GLUT1 fueron aumentados a las
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Figura 5. Andlisis de viabilidad celular durante el tratamiento con AAy AR.

Analisis de viabilidad celular realizados en NE tratadas con AA 100 uM, PBS (control), AR 10
MM o DMSO (control). A-B. Ensayo de viabilidad utilizando el método de XTT, realizado en NE
tratadas con AR (A) o AA (B), durante 24, 48 y 72 h. C. Analisis de citometria de flujo, donde
se muestra el porcentaje de eventos celulares positivos a Mitotracker y negativos para Topro-
3 (células vivas), en las diferentes condiciones estudiadas. D. Andlisis de viabilidad en tiempo
real, utilizando IncuCyte®, donde se muestra la incorporacion de Sytox Green en 75 h de
incubacién, con los diferentes tratamientos y sus respectivos controles. E. Representacion de
los porcentajes de células positivas a SYTOX Green, luego de 72 h de tratamiento. Las barras
de los gréficos representan promedio + SEM, N=3. Analisis estadistico ANOVA, seguido de
test Tukey (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001).
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Figura 6. Andlisis de los niveles de expresion de SVCT2 y GLUTL, durante el tratamiento
con AA.

Analisis mediante gRT-PCR de la expresion de los transportadores SVCT2 (A) y GLUT1 (B)
en NE control o tratadas con AA 100 uM durante 12, 24, 48 y 72 h. Se observa un aumento en
la expresion de ambos transportadores a las 24 h, que se mantiene hasta las 48 horas de
tratamiento. Andlisis estadistico ANOVA, seguido de test Tukey. (*p <0.05; **p <0.01; ***p
<0.001). Grafico muestra promedios + SEM, N=3.
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Figura 7. Cambios en los niveles intracelulares de vitamina C durante el tratamiento con
AA en NE adheridas.

A. Protocolo utilizado para determinar la concentracién intracelular de AA en NE adheridas y
suplementadas con AA 100 uM al tiempo 0, 12, 24 y 48 h. B. Deteccién de AA intracelular en
NEs mantenidas en cultivo luego de 1, 3, 12, 24, 48 y 72 h de tratamiento, mediante el ensayo

colorimétrico EnzyChrom™ Ascorbic Acid Assay. Grafico muestra promedios + SEM, N=3.
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24 h, por el tratamiento con AA manteniéndose altos hasta las 48 h, y disminuyendo luego de
72 h de tratamiento ( 24 H Control 0,47 + 0,1, AA 3,7 + 0,5; 48 H Control 0,94 + 0,19, AA 2,0

+0,22; 72 H Control 0,51 + 0,06, AA 0,47 + 0,07) (Figura 6 B).

Estos resultados nos sugieren que el tratamiento con AA induce un incremento significativo en
la expresion de los transportadores de AA y DHA, pudiendo entonces aumentar la capacidad
que tienen las NE de movilizar éstas moléculas hacia el medio intra/extracelular durante el

tratamiento.

6.4 Efecto de DHA en el crecimiento de neuritas e impacto en balance redox de NE

in vitro

Considerando que AA es una molécula que intracelularmente puede ser oxidada hacia DHA
(principalmente en neuronas en donde se ha reportado una baja capacidad para mantener
reducido el AA), nos preguntamos si el tratamiento prolongado con AA podria generar una
gradual oxidacion y posterior acumulacion de DHA en las Nes, lo que podria inducir el cambio

morfoldgico observado a las 72 horas.

En un primer paso, utilizamos el ensayo colorimétrico EnzyChrom™ Ascorbic Acid Assay para
medir las concentraciones intracelulares de AA en NE adheridas expuestas al tratamiento con
AA, previamente descrito luego de 1, 3, 12, 24 48 y 72 h (Figura 7 A). De esta manera,
detectamos que existe un importante aumento en la concentracion intracelular de AA luego de
las 3 primeras horas de tratamiento, para alcanzar el maximo a las 24 h con una concentracién
aproximada de 0.35 nmol-uL/10° células. A las 48 h de tratamiento existe una significativa
disminucion en la concentracion de AA, niveles que se mantienen bajos hasta las 72 h (Figura
7 B). Estos resultados demuestran que las NE captan el AA, que se agrega al medio durante
el tratamiento, y lo mantienen reducido intracelularmente hasta las 48 horas, momento en el

gue un gran porcentaje se oxida hacia DHA.
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Es por ello que quisimos comprobar cuél era el efecto que tendria DHA al ser agregado
directamente en las NEs, luego de inducida la diferenciacion neuronal. Una vez formadas las
NEs y adheridas en los cubreobjetos previamente tratados con poli-L-lisina, se realizé la
suplementacién con AA 100 puM al tiempo 0y 12 h, para estimular el crecimiento de neuritas,
luego, a las 24 y 48 h, se realiz6 la suplementacion con 100 uM DHA vy se realiz6 el andlisis
inmunocitoquimico a las diferentes horas de tratamiento (Figura 8 A). Como se observa en la
figura 8 B, durante las primeras 24 h de tratamiento con AA, se observan NE que poseen
procesos neuriticos positivos a tubulina BlIl (Figura 8 B) los cuales comienzan a disminuir
desde las 48 h, luego de una suplementacion con DHA (Figura 8 C). A las 72 h de tratamiento,
con dos pulsos de DHA, se detecta la misma morfologia observada en el tratamiento
prolongado, s6lo con AA (Figura 8 D). Para obtener una cuantificacion global NE con neuritas
en las muestras, utilizamos un método similar al método de Sholl, donde una NE con neuritas,
se considera a toda estructura esférica formada por 3 o0 mas células en didmetro, desde donde
salen procesos de largo igual o mayor a 10 um. Nuestros resultados muestran que posterior a
las 24 h de tratamiento, s6lo con AA ,un 92,8 + 1,5 % de las NE analizadas presentan neuritas,
esto disminuye a un 17,7 + 7,3 %, a las 48 h luego de un pulso con DHA, mientras que hasta

las 72 h solo un 11,8 + 4,3 % de NE, mantienen procesos neuriticos (Figura 8 E).

En conjunto, éstas observaciones apoyan la hip6tesis de que DHA es la molécula que podria
inducir la pérdida de neuritas observada a las 72 h de tratamiento con AA, debido a su

oxidacion intracelular y posterior acumulacion.

Previamente, nuestro laboratorio ha reportado que DHA puede afectar el metabolismo,
neuronal generando estrés oxidativo, el cual obliga a la neurona a buscar mecanismos de
compensaciéon antioxidativa (Cisternas et al., 2014). Adicionalmente, Garcia-Krauss y cols.
reportaron en el afio 2015, que neuronas sometidas a un ambiente oxidativo y expuestas a

DHA desencadenan procesos de muerte neuronal (Garcia-Krauss et al., 2015).
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Es por ello que evaluamos el estado redox de los cultivos celulares, midiendo en primer lugar,
los niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno (ROS) durante el tratamiento
prolongado de 72 hs con AA 100 uM. Para éste andlisis utilizamos la sonda CellROX®, la cual
ingresa a la célula y emite fluorescencia al detectar intracelularmente la presencia de cualquier
molécula ROS, esto fue comprobado mediante microscopia confocal en célula viva, donde se
puede detectar la sefial intracelular que emite la sonda en una NE control (Figura 9 A) y una
NE tratada con AA durante 48 h (Figura 9 B). Utilizando citometria de flujo se comparé la
intensidad de fluorescencia que emite CellROX® a las 12, 24, 36, 48 y 72 h post-tratamiento
en las muestras tratadas con PBS (control) y las tratadas con AA. Entre las 12 y 24 h (Figura
9 C-D) no se observaron diferencias significativas entre las muestras control y el tratamiento
con AA, sin embargo, desde las 36 horas se comienza a observar un incremento en la
intensidad de fluorescencia de las muestras tratadas con AA (Figura 9 E). Este aumento de
ROS, se observa claramente, entre las 48 y hasta las 72 h, donde se detecta una poblacién
gque se desplaza hacia la derecha en el histograma de las muestras tratadas con AA, sugiriendo
que éstas células poseen una mayor cantidad de ROS comparado con la condicién control

(Figura 9 F-G).

Una vez que determinamos que las NE tratadas con AA incrementan paulatinamente la
concentracion de ROS intracelular, estudiamos los niveles de glutation reducido (GSH) en

nuestros cultivos.
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Figura 8. El tratamiento con DHA en NE diferenciadas in vitro, disminuye el crecimiento

neuritico.

A. Protocolo de tratamiento con AA/DHA 100 uM en NE formadas en suspension y tratadas
en adherencia. B-D. Analisis mediante inmunocitoquimica usando anti-tubulina BIIl (verde) en
NE tratadas con AA 100 uM durante 24 h (B), tratadas con AA durante las primeras 24 h'y
luego con DHA 100 uM hasta las 48 h (C) o hasta las 72 h (D). E. Cuantificacion del porcentaje
de NE que poseen neuritas, en cada tiempo de tratamiento. “Neurita” fue considerada como
cualquier proceso positivo a tubulina Blll, que saliera de la NE, mas largo que el diametro de
la célula que conforma la misma. Barra de tamafio, 50 um. Andlisis estadistico ANOVA,
seguido de test Tukey. (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001). Grafico muestra en promedio + SEM,
45-50 NEs por condicion, N=3.
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Figura 9. Tratamiento prolongado con AA induce un incremento en los niveles

intracelulares de ROS.

A-B. Andlisis realizado con microscopia confocal de célula viva en NE control (A) o tratada con
AA durante 48 horas (B), que fueron incubadas con la sonda CellROX® (blanco), la cual
permite la deteccion intracelular de ROS (recuadro en B, reconstruccion 3D de NE tratada con
AA). C-G. Histograma representativo de la deteccién de CellROX® (canal APC) en la muestra
control (PBS, rosado) y en NEs tratadas con AA 100 uM (celeste), durante 12, 24, 36,48y 72
h, respectivamente. En la parte inferior se muestra la cuantificacion de intensidad de
fluorescencia promedio para CellROX, en la condicion control (PBS) y tratada (AA). Andlisis
estadistico t-student (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001). Graficos representativos muestran
promedios + SEM, N=3.
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La sonda Intracellular GSH fue utilizada para detectar los niveles intracelulares de GSH, esta
sonda emite fluorescencia al reaccionar con los grupos tioles presentes en la molécula de
GSH. Las imagenes obtenidas en célula viva mediante microscopia confocal muestran una
intensa marca para esta sonda, mucho mas intensa que la marca de CellROX®. Se observa
claramente una localizacion intracelular de ThioBrigth Green™, la cual no sélo se detecta a
nivel citoplasmético, sino que ademas se distribuye en las neuritas tanto en una NE control
(Figura 10 A) como en una NE tratada con AA durante 48 h (Figura 10 B). Los resultados de
citometria de flujo no arrojan diferencias significativas en los niveles de GSH entre las muestras
control y tratadas con AA 100 uM a las 12, 24 y 36 h post-tratamiento (Figura 10 C-E). Mientras
que, a las 48 h se detecta una tendencia de disminucién no significativa en la concentracion
relativa de GSH post-tratamiento con AA (Figura 10 E). Interesantemente, en las muestras
tratadas con AA durante 72 h, existe una clara poblacién que se desplaza a la derecha en el
histograma (Figura 10 F), evidenciando un incremento significativo en la intensidad de la sonda

comparado con la condicién control.

Recientemente se ha asociado la acumulacion de DHA intracelular con la induccion de
productos de glicacion terminal, como Carboximetil-lisina (CML); de esta forma, analizamos si
nuestra condicién experimental induce modificaciones proteicas de esta naturaleza. Para ello,
se obtuvieron extractos de proteinas desde NE tratadas con AA 100 uM durante 72 h y
muestras control tratadas con PBS, dénde se realiz6 la deteccion del producto de glicacién
terminal (AGE) CML y se realizaron andlisis de carbonilacion de proteinas mediante la técnica
de OxyBlot (Figura 11). Para realizar los andlisis se utilizé la misma cantidad de proteinas de
los extractos provenientes del control o tratados con AA, lo cual se observa en el gel SDS-
PAGE (Figura 11 A). En el immunoblot para identificar CML, las muestras tratadas con AA
presentan un bandeo de mayor intensidad que el control (Figura 11 B), interesantemente, en
los andlisis de carbonilacion, también se observa un incremento principalmente en proteinas

de alto peso molecular en las muestras tratadas con AA (Figura 11 C). La cuantificacién
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mediante densitometria, sefiala que existe un 17% de incremento en los niveles de CML y un
16% mas de proteinas carboniladas en los extractos proteicos tratados con AA, durante 72 h,

en comparacion a los controles (Figura 11 D).

En resumen, éstos resultados sugieren que durante el tratamiento con AA 100 uM en NE
adheridas in vitro, se induce un incremento en la concentraciéon de ROS intracelulares entre
las 36 y 48 horas, lo cual se acompafia de una respuesta compensatoria que incrementa los
niveles de GSH a las 72 h post-tratamiento. Esta acumulacién gradual de DHA en las neuronas
en diferenciacion, afectaria el balance redox intracelular, volviéndose mayormente oxidativo,
induciendo modificaciones proteicas como la generaciéon de AGEs o carbonilacion, que

alteraria la estructura y funcién proteica.
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Figura 10. Andlisis de los niveles de GSH durante el tratamiento con AA.

A-B. Z-stack de NE control (A) o tratada con AA durante 48 h (B) obtenido a través de
microscopia confocal en célula viva para la deteccién de la fluorescencia emitida por la sonda
ThioBright™Green, para la mediciéon de glutation reducido. Andlisis mediante citometria de
flujo, realizado en NEs control (rosado) o tratadas con AA (celeste), durante 12 (C), 24 (D), 36
(E), 48 (F) y 72 horas (G). En la parte superior se muestra el histograma representativo para
la deteccién de la sonda, a través del canal FITC (GSH). En la parte inferior se muestra la
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia promedio, para la muestra control (PBS),
comparada con la muestra tratada (AA) a los diferentes tiempos analizados. Analisis
estadistico t-student (*p <0.05; **p <0.01; **p <0.001). Graficos representativos muestran
promedios + SEM, N=3.
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Figura 11. Ambiente oxidativo inducido por laacumulacion de DHA induce modificacién
de proteinas.

A. Control de carga mediante analisis de SDS-PAGE. B. Andlisis de los niveles de
carboximetil-lisina (CML) mediante Western Blot en extractos de proteinas obtenidos desde
NE control (1) o tratadas con AA 100 uM durante 72 h (2). C. Deteccion de carbonilacion de
proteinas utilizando la técnica de OxyBlot en extractos proteicos de NE control (1) y tratadas
con AA durante 72 h (2). D. Cuantificacion de la cantidad de CML y proteinas carboniladas
mediante densitometria, representado como porcentaje de aumento frente a las muestras
control. Gréfico representa promedio + SEM, N=3.

69



6.5 Capitulo 2. Determinacion del efecto del reciclamiento de vitamina C en la

mantencion de procesos neuriticos in vitro

Una vez confirmada la participacion de DHA en el proceso de pérdida de neuritas en NE
adheridas sometidas a un tratamiento prolongado con AA, el siguiente paso fue analizar, si el

reciclamiento de vitamina C in vitro podria regular esta respuesta biolégica.

6.6 Caracterizacion de células recicladoras de DHA.

Para establecer un modelo de reciclamiento de DHA in vitro fue necesario seleccionar células
que expresaran transportadores de DHA y que pudieran captar esta molécula desde el medio
extracelular, durante el tratamiento con AA. En este caso, se utilizé la linea celular HL60 (linea
neutrofilica humana) la cual ha sido utilizada previamente en la literatura por alta capacidad
para transportar eficientemente DHA (F. J. Nualart et al., 2003). Adicionalmente, se utilizaron
las células U87 (glioblastoma humano), que poseen caracteristicas astrociticas, de esta forma
se acercan mas a la biologia del mecanismo de reciclamiento. Finalmente, utilizamos cultivo
primario de astrocitos corticales jovenes (7 DIV), los cuales participan directamente en este
mecanismo de reciclamiento. En una primera etapa se procedié a caracterizar la expresion y
funcion del transportador GLUT1 en éstos tipos celulares. Como se observa en la figura 12,
mediante PCR convencional, se amplificd una banda de 200 pb, tanto en extractos de células
HL60, U87 y astrocitos corticales (Figura 12 A, F, K, surco 1), comprobando que existe
expresion del ARNm para GLUT1. Posteriormente, utilizando Western Blot, se observo una
banda entre 50-55 kDa para todas las células (Figura 12 B) (Figura 12 G, L). Finalmente el
analisis inmunocitoquimico defini6 en células HL60 y U87 ae GLUT1 en la membrana
plasmatica (Figura 12 C, H). En astrocitos corticales, GLUT1 se observé en la membrana
celular como intracelular (Figura 12 M). Faloidina y GFAP fueron utilizados como marcadores
del citoesqueleto de las células HL60 y U87 o astrocitos, respectivamente (Figura 12 D, |, N).

Finalmente, confirmamos que la expresion de GLUT1 estuviera relacionada con el transporte
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efectivo de DHA, para ello realizamos andlisis de transporte utilizando *C-DHA, observando
una concentracion intracelular cercana a 1,7 + 0,04 nM en células HL60 y 1,7 + 0,13 nM U87
en 10 minutos de andlisis (Figura 12 E, J; respectivamente). Por su parte, en astrocitos
corticales, aun cuando en el analisis inmunocitoquimico mostraba la menor proporcién de
GLUTL1 localizado en la membrana celular, estas células presentaron una alta captacion de
DHA de 2,8 + 0,17 nM en 10 minutos de transporte (Figura 2 O). Cabe destacar, que el
transporte de DHA fue significativamente inhibido por la presencia de citocalasina B, al igual
que con la molécula WZB117, la cual es un inhibidor especifico para GLUT1, recientemente

caracterizado (Ojelabi, Lloyd, Simon, De Zutter, & Carruthers, 2016).

Todas estas observaciones nos permiten concluir que tanto las lineas celulares HL60 y U87
como el cultivo primario de astrocitos corticales de 7 DIV, son células que expresan GLUT1 de
manera funcional, mostrando una alta captaciéon de DHA, siendo en adelante las células de

eleccion para realizar el reciclamiento de DHA en NE adheridas en cultivo.

6.7 Reciclamiento de DHA in vitro permite la mantencion de neuritas.

El primer modelo de reciclamiento de DHA in vitro que utilizamos fue la linea celular HL60,
éstas células crecen en suspension, lo cual representan una ventaja para llevar a cabo los
experimentos en NE adheridas. Siguiendo el protocolo presentado en la figura 13 A, las NE
fueron formadas, adheridas y tratadas con AA o AA/DHA 100 uM durante 72 h. A las 24 h de
tratamiento, fueron afiadidas al medio de cultivo las células HL60, la decision de agregar las
células recicladoras en este momento del tratamiento deriva de los niveles intracelulares de
AA, que se mantienen hasta las 24 h, previo a su oxidacion a DHA (Figura 7). De esta forma,
el analisis inmunocitoquimico utilizando anti-tubulina BlIl revela que hasta las 72 horas de
tratamiento con AA, existe una baja presencia de NE con neuritas (Figura 13 B-C), lo cual
cambia significativamente al observar los cultivos en presencia de HL60 y tratados con AA

(Figura 13 D-E) o tratados con DHA (Figura 13 F-G). En éstos ultimos casos es posible
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encontrar una respuesta mixta con NEs que presentan largos procesos positivos a tubulina
que salen desde la NE y que se observan en mayor detalle en las imagenes tomadas con
mayor aumento (Figura 13, E, G), pero también, NE que han perdido sus procesos, siendo una
respuesta heterogénea. Sin embargo, al realizar la cuantificacion del total de NE que
mantienen neuritas, encontramos que los cultivos tratados con AA durante 72 h, sélo presentan
un 3,7 + 1,9% de NE con procesos positivos a tubulina Blll, mientras que, luego del mismo
tratamiento, pero en presencia de HL60 se obtiene mas de un 53,9 + 6,2% de NE con neuritas.
En el caso del tratamiento con AA y dos pulsos de DHA, en presencia de HL60 hasta las 72 h,
se mantiene un 47,3 + 6,5% de NEs con procesos neuriticos (Figura 13 H). De esta forma, el
co-cultivo de NEs adheridas tratadas con AA o AA/DHA durante 72 h, en presencia de la linea
celular HL60, permite la recuperacion de aproximadamente un 50% de las NE que mantienen
sus neuritas. Con el fin de comprobar que la recuperaciéon de NE con neuritas, en presencia
de HL60, es debido principalmente al reciclamiento de DHA y no a la secrecién al medio de
cultivo de algun factor trofico, se realizd un experimento control con medio condicionado de
células HL60. Para ello, se mantuvieron células HL60 en medio NeuroCult™ durante 48 h,
luego se separaron las células y se obtuvo el medio condionado, el cual fue agregado a las
NE adheridas y tratadas a las 24 h (Figura 14 A). A las 72 h post-tratamiento se observo
mediante inmunocitoquimica que no existe ningun efecto que incremente la presencia de
procesos positivos a tubulina Blll en las NEs tratadas con AA en presencia del medio
condicionado (Figura 14 B-C), asi como tampoco existe un efecto negativo sobre los procesos
de las NE control, tratadas con PBS, durante 72 h en presencia del medio condicionado (Figura

14 D-E).
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Figura 12. Expresion y funcién del transportador GLUTL1 en lineas celulares utilizadas

para la captacion de DHA.

A, F, K. Andlisis de RT-PCR en extractos de RNA obtenidos desde células HL60, U87 y
astrocitos corticales (linea 1, respectivamente), control negativo de RT-PCR (linea 2), control
positivo utilizando extractos de linea celular humana U87 (A) o cerebro de rata (F-K) (linea 3).
B, G, L. Western Blot para la deteccion de GLUTL1 en extractos proteicos de células HL60, U87
y astrocitos corticales. Inmunocitoquimica contra el transportador de DHA, GLUT1 (C, H, M,
verde), marcaje con faloidina fue utilizado para observar citoesqueleto de actina (D, rojo). Anti-
GFAP fue utilizado para marcar citoesqueleto glial (I-N rojo). Los nucleos estan tefiidos con
Hoechst (azul). Barra de tamafio, 50 um. E, J, N. Captacion de DHA 100 uM durante 5 min en
presencia de Na*, citocalasina B 20 uM y WZB117 5 uM (inhibidor especifico de GLUT1) en
células HL60, U87 y astrocitos; respectivamente. Andlisis estadistico ANOVA, seguido de test
Tukey. (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001). Gréaficos muestran promedio + SEM de dos

experimentos independientes realizados en duplicado.
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Figura 13. Reciclamiendo de DHA mediante células HL60 permite la mantencion de
neuritas durante el tratamiento con AA y DHA.

A. Protocolo de co-cultivo de NE formadas a partir del cultivo primario en presencia de células
HL60 desde las 24 h de tratamiento con AA o con AA/DHA 100 uM y analizadas a las 72 h
post-tratamiento. Inmunocitoquimica anti-tubulina BlII (verde) en NE tratadas con AA 100 uM
durante 72 h en ausencia (B-C) o presencia (D-E) de células HL60. F-G. NEs tratadas con AA
durante las primeras 24 h y luego suplementadas con DHA 100 uM en presencia de células
HL60. B, D, F. Imagenes tomadas usando la funcion de Tile-scan del microscopio confocal
espectral. C, E, G. Imagenes tomadas utilizando un aumento mayor en las imagenes
mostradas en B, D y F. H. Cuantificacion del total de NEs que mantienen procesos tubulina
BlII positivos respecto al control. Barra de tamafio, 50 um. Analisis estadistico t-student (*p

<0.05; **p <0.01; ***p <0.001). Grafico muestra el promedio + SEM, 45-50 NEs por condicion,
N=3.
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Figura 14. Células HL60 no secretan factores que afecten el crecimiento de neuritas.

A. Protocolo utilizado para realizar el experimento; el “medio condicionado” fue previamente
incubado en presencia de células HL60 durante 48 h, posteriormente, fue agregado a las NE
a las 24 h post-tratamiento y se mantuvo hasta las 72 horas. B-C. Imnunocitoquimica contra
tubulina BIII (verde), realizada en NEs luego de 72 h de tratamiento con AA en ausencia (B) o
presencia (C), del medio condicionado con células HL60. D-E. NEs tratadas con PBS durante
72 h en condicion control (D) o cultivadas en presencia del medio condicionado (E), que fueron
marcadas con anti-tubulina Blll. Hoechst fue utilizado como marcador nuclear. Barra de

tamafio, 50 pum.
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En una segunda fase, trabajamos con las células U87. Este tipo celular crece en monocapa,
adherida a la superficie de la placa de cultivo, por lo tanto, fue necesario realizar una
adaptacion al modelo de co-cultivo previamente utilizado con las células HL60. De esta forma,
se sembraron las células U87 sobre vidrios tratados con poli-L-lisina y luego de 2 DIV en
suspension, las NEs se adherieron directamente sobre las células U87 (Figura 15 A). Al mismo
tiempo se comenz6 el tratamiento con AA 100 uM, el cual se mantuvo hastas las 72 h,
momento en el cual se realizé el analisis inmunocitoquimico para tubulina Blll. En la figura 15
B se puede observar, como las células U87 (GFAP positivas, rojo) interaccionan directamente
con la NE positivas a tubulina BlIl (verde), formando un co-cultivo mixto. Las NE logran
diferenciarse de la misma manera como fue previamente observada en el capitulo 1. En la
condicion control fueron tratadas con AA durante 72 h, en ausencia del cultivo mixto, se
observa pérdida de neuritas (Figura 15 C), mientras que, aquellas NE diferenciadas en
presencia de células U87, mantienen sus neuritas positivas a tubulina Blll hasta las 72 h de
tratamiento con AA (Figura 15 D). La cuantificacibn nos muestra que al ser co-cultivas con
células U87, un 91,92 + 2,4% de las NE mantienen sus neuritas, sin embargo, solo el 14,29 +
12,71% de las NEs crecidas en ausencia de una célula recicladora de DHA, muestran neuritas

(Figura 15 E).

Finalmente, se realizaron los cultivos mixtos utilizando astrocitos corticales de 7 DIV, para
comprobar que la presencia de células que forman parte del mecanismo de reciclamiento de
vitamina C, podria reproducir el mismo efecto, que el observado con la linea celular U87. Para
realizar éstos experimentos se siguié el mismo protocolo previamente descrito, en la figura 16
A podemos ver un andlisis en Tile-Scan de un cultivo mixto de NE-astrocitos, donde se observa
en rojo los astrocitos corticales, que contactan estrechamente y rodean a las NE, las cuales
extienden largos procesos neuriticos positivos a tubulina Blll (verde). Sorprendentemente, el

cultivo mixto con astrocitos corticales permite que el 99,02 + 0,9% de las NE analizadas
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mantenga largas neuritas, luego del tratamiento con AA por 72 h (Figura 16 C), comparado
con los controles tratados con AA en ausencia de astrocitos (Figura 16 B), donde sélo un 1,96

+ 1,9% de las NEs presentaron procesos neuriticos (Figura 16 D).

Los resultados obtenidos con el reciclamiento de vitamina C in vitro, tanto con la linea celular
HL60, como las células U87 y el cultivo primario de astrocitos corticales, demuestran que la
presencia de células capaces de captar eficientemente el DHA desde el medio de cultivo,

permite que las NEs mantengan sus neuritas en crecimiento, hasta las 72 h.

6.8 Inhibicién del reciclamiento de DHA in vitro.

Para comprobar que la mantencién de neuritas en las NEs co-cultivadas con las distintas
células recicladoras de DHA, se debe efectivamente a la captacién de esta molécula a través
de GLUT1, fue necesario utilizar un mecanismo de inhibicién para este transportador. Al
respecto, el inhibidor mas utilizado en la literatura corresponde a citocalasina B; sin embargo,
debido a que esta molécula también se une al extremo “+” del filamento de actina, no es posible
realizar experimentos de larga duracion sin tener que removerla del medio, ni realizar
experimentos in vivo. Es por ello que optamos por otro tipo de molécula que permitiera la
inhibicion de GLUT1 solamente. En este contexto, en el 2010 y como respuesta al
descubrimiento del “Efecto Warburg” en célula cancerosas, se sintetizaron diversas moléculas
pequefias, que inhiben el transporte de glucosa a través de GLUT1, una de ellas fue WZB117,

la cual ,hasta la fecha es una de las pocas moléculas que ha sido utilizada en modelos in vivo.
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Figura 15. Cultivo mixto con células U87 permite la mantencion de neuritas.

A. Protocolo de cultivo mixto con células U87 y tratamiento con AA. B. Inmunocitoquimica
utilizando anti-tubulina Blll (verde) y anti-GFAP (rojo), en cultivo mixto de células U87/NE,
luego de 72 h en cultivo. C-D. Analisis inmunocitoquimico para tubulina BlIl (verde) en NE
tratadas con AA durante 72 h en ausencia (C) y presencia de células U87 (D). E. Cuantificacion
del porcentaje de NE que mantienen neuritas hasta las 72 h de tratamiento. Analisis estadistico
t-student (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001). Grafico muestra el promedio + SEM, 45-50 NEs

por condicion, N=3.
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Figura 16. Reciclamiento de DHA utilizando astrocitos corticales permite la mantencion
de neuritas in vitro.

Tile-scan de inmunocitoquimica contra tubulina Bl (verde) y GFAP (rojo) en NE co-cultivadas
con astrocitos corticales y tratadas durante 72 h con AA 100 pM (A). B. NE control tratadas
con AA durante 72 h en ausencia de astrocitos. C. Imagen en mayor aumento de NE
perteneciente al cultivo en A. D. Cuantificacion del total de NE con presencia de neuritas, en
cultivo control y en co-cultivo mixto con astrocitos corticales. Hoechst fue utilizado como
marcador nuclear. Barra de tamafio: 50 ym. Andlisis estadistico t-student (*p <0.05; **p <0.01,;

***p <0.001). Grafico muestra el promedio + SEM, 45-50 NEs por condicién, N=3.
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En una primera fase realizamos estudios de viabilidad celular al tratar con el inhibidor.
Determinamos que en células HL60 existe una disminucidn signficativa de la viabilidad celular
(XTT) al incubarlas con WZB117 10 (69,9 + 4,5%) o 15 pM (42,14 + 2,3%) (Figura 17 A). Un
analisis mas fino, en tiempo real, reveld que sélo existe un incremento en las células muertas
a los 15 pM (Figura 17 B). En el caso de las células U87, determinamos mediante XTT que
desde los 5 uM se observa una disminucion de la viabilidad (77,56 + 3,8%) (Figura 17 E), en
contraste, el estudio en tiempo real no presenta un aumento en la poblacién muerta, a ninguna
de las concentraciones analizadas (Figura 17 F). Debido a que WZB117 debe ser
resuspendido en DMSO, se corroboro la viabilidad con este vehiculo a las dos concentraciones
criticas determinadas en las curvas de concentracion, de esta manera, en ambas lineas
celulares se determin6 que a 5 uM no existe diferencias entre WZB117 y DMSO, sin embargo,
a 10 uM WZB117 disminuye en un 42,4 + 5,9% la viabilidad en HL60 y en un 28,57 + 5,4% en
uU87 (Figura 17 C, G; respectivamente). Por el contrario, al realizar el mismo estudio utilizando
IncuCyte®, no se detectd ninguna diferencia en la viabilidad inducida por WZB y su vehiculo
en las dos concentraciones analizadas (Figura 17 D, H). En el caso de los astrocitos corticales
sélo se realizaron andlisis mediante XTT, donde se observé una disminucién significativa de
la viabilidad desde los 10 uM (Figura 17 1), esta disminucion es cercana al 30% y no se observa

una disminucioén inducida por DMSO (Figura 17 J).

En la literatura, WZB117 s6lo ha sido caracterizado como un inhibidor del transporte de
glucosa a través de GLUT1, es por ello que comprobamos mediante estudios de transporte
utilizando **C-DHA, que esta molécula efectivamente inhibe el transporte de DHA en células
HL60, U87 y astrocitos corticales, al incubar con 5 uM WZB117 (Figura 12). En el caso de las
células HL60 y U87, esta inhibicion es incluso comparable con el efecto de citocalasina B
(Figura 12 E, J), validando entonces su utilizacién en la inhibicion del transporte de DHA en

nuestros modelos de reciclamiento in vitro.
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Figura 17. Andlisis de viabilidad en células utilizadas para el reciclamiento de DHA
expuestas a WZB117.

Analisis de viabilidad celular en presencia de concentraciones crecientes del inhibidor WZB-
117 (2,5, 10y 15 uM), en células HL60, U87 o astrocitos corticales; respectivamente, utilizando
el método de XTT (A, E, I) o mediante el andlisis de incorporacion de Sytox Green, utilizando
IncuCyte (B, F). Estudio de viabilidad mediante XTT (C, G, J) o IncuCyte (D, H), en células
expuestas a 5y 10 uM 6n de WZB117, en comparaciéon a su vehiculo, DMSO. Los estudio
realizados con XTT se realizaron luego de 24 h de exposicion al inhibidor, ensayos utilizando
IncuCyte® se realizaron por un total de 60 h. Andlisis estadistico ANOVA, seguido de test
Tukey. (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001). Grafico muestra el promedio + SEM, N=3.
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Para realizar los experimentos de inhibicion del reciclamiento, en los co-cultivos de NEs con
HL60, éstas células fueron agregadas al cultivo a las 24 h, tal como lo muestra el protocolo
presentado en la figura 18A. Sin embargo, en esta ocasion se utilizaron células HL60 bajo 3
tratamientos diferentes. La primera, fue la condicién control sin ningdn tratamiento, observando
largos procesos neuriticos generados en la NE (Figura 18 C), esta respuesta se compara con
el control en ausencia de co-cultivo (Figura 18 B). En la cuantificacion se obtiene un 62,14 +
9,3% de NEs que mantienen sus neuritas, luego del tratamiento con AA hasta las 72 h (Figura
18 E, células grises). En la segunda y tercera condicion, las células HL60 fueron tratadas con
el inhibidor WZB117 de diferentes maneras; algunas fueron pre-tratadas durante 24 h, luego
fueron lavadas y agregadas al cultivo de NEs (Figura 18 A, barra roja). En este caso, se
observa sélo un 17,24 + 12,24% de NE con neuritas, siendo una disminucion significativa
comparado con el co-cultivo de HL60 sin tratamiento (Figura 18 E). Finalmente, células HL60
fueron agregadas a las NE sin ningun tratamiento y posteriormente se suplement6 con 5 uM
WzZB117, al momento de sembrar las células. El inhibidor fue re-aplicado a las 48 h (Figura 18
B, barra rosada); en este caso se observa un 32,39 + 9,3% de NEs con neuritas, resultado sin
significancia estadistica (Figura 18 E). De esta manera, comprobamos que es factible inhibir
GLUT1 con WZB117 en experimentos prolongados de reciclamiento y afectar el crecimiento

de neuritas.

Se realizaron ademas ensayos con WZB117 utilizando células U87; en este caso el inhibidor
fue agregado directamente a los cultivos mixtos en una concentracion de 5 uM, a las 24 y 48
h de tratamiento con AA. La inmunoreaccion contra tubulina mostr6 una menor cantidad de
NEs con neuritas (Figura 19 D), en comparacion con el control (Figura 19 A). Con mayor
aumento, se puede ver con detalle, las largas neuritas de cultivos controles (Figura 19 B-C,
cabeza de flechas), no encontradas en la otra condicion (presencia de WZB117) (Figura 19 E-
F). La cuantificacién del total de NE que poseen neuritas arroja una disminucion significativa

en presencia del inhibidor de GLUT1 (52,36 + 0,36%), en comparacion al control (93,94 +
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2,6%) o0 a la suplementacion con su vehiculo, DMSO (100%) (Figura 19, G). Finalmente, se
control6 la viabilidad de los cultivos de NE durante el tratamiento con AA o WZB117, mediante
la incorporacion de SytoxGreen e IncuCyte®. No se detectaron diferencias signifcativas en la
viabilidad de cultivos controles o los tratados, descartdndose que la menor presencia de
neuritas en presencia de WZB, pueda ser atribuida a una disminucién en la viabilidad de las

NE (Figura 19 H).

Todos los resultados presentados en este capitulo sugieren fuertemente que la presencia de
una célula que pueda captar eficientemente el DHA, desde el medio de cultivo de NE
diferenciadas en adhesion, es necesaria para la mantencién del crecimiento neuritico, siendo
estos resultados, las primeras evidencias que permiten postular que el reciclamiento de

vitamina C es importante en el crecimiento neuritico.
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Figura 18. Inhibicibn de GLUT1 en co-cultivos con células HL60 disminuye el

crecimiento de neuritas.

A. Protocolo utilizado para realizar el co-cultivo utilizando células HL60, sin tratamiento previo
(células grises), tratando previamente las células con WZB117 durante 24 h (barras rojas) o
agregando directamente el inhibidor de GLUT1 al co-cultivo (barras rosadas). B-D.
Inmunocitoquimica representativa de NE tratadas con AA 100 yM durante 72 h (B), co-
cultivada con células HL60 desde las 24 h de tratamiento (C) o en presencia de células HL60
y tratadas con WZB117 5 uM (D). E. Cuantificacion del porcentaje de NEs con presencia de
neuritas hasta las 72 h de tratamiento con AA, en presencia de las diferentes condiciones de
co-cultivo. Andlisis estadistico ANOVA, seguido de test Tukey. (*p <0.05; **p <0.01; ***p
<0.001). Gréfico representa promedio + SEM, 45-50 NEs por condicion, N=3.
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Figura 19. Inhibicién del reciclamiento de DHA en cultivo mixto con células U87.

A-F. Andlisis inmunocitoquimico contra tubulina Blll (verde) en NE tratadas con AA 100 uM
durante 72 h. A. Cultivo mixto de células U87-NE analizado mediante Tile scan. B. Aumento
mayor, donde se destacan la presencia de largos procesos neuriticos (recuadro) amplificados
en C, la cabeza de flecha muestra la extension de la neurita. D. Tile scan de un cultivo mixto
U87-NE tratado con el inhibidor WZB117 5 uM a las 24 y 48 h. E. Analisis en aumento mayor.
F. Aumento digital de zona marcada en E, se observan células que no poseen neuritas (flecha)
y otras que presentan neuritas de menor longitud (cabeza de flecha). G. Cuantificacion del
porcentaje de NE que forman el cultivo mixto y que presentan neuritas, luego de la inhibicién
con WZB o en presencia de su vehiculo, DMSO. H. Andlisis de la incorporacion de SytoxGreen
mediante IncuCyte®, para determinar viabilidad de NE en presencia de AA por 72 h y
suplementadas con WZB117 o DMSO, desde las 24 h. N=3. Hoechst fue utilizado como
marcador nuclear. Barra de tamafio; 20 um. Analisis estadistico ANOVA, seguido de test
Tukey. (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001). Gréficos muestran promedios + SEM N=45-50 NEs

cuantificadas por condicién consideradas cada una como unidad biolégica de respuesta.
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6.9 Capitulo 3. Estudio del reciclamiento de vitamina C in vivo y su posible funcién
en la morfologia neuronal durante el desarrollo postnatal temprano de la corteza

cerebral.

Este ultimo objetivo esta enfocado en trasladar nuestras observaciones in vitro a un modelo in
vivo, en donde hemos seleccionado los primero dias de desarrollo postnatal, para comprobar
si el reciclamiento de vitamina C entre neuronas y astrocitos jovenes, regularia la morfologia

neuronal en condiciones fisioldgicas.

6.10 Caracterizacion histolégica de la corteza cerebral postnatal y transporte de AA

en neuronas corticales postnatales.

Debido a que esta tesis se ha centrado en el contexto del desarrollo postnatal temprano de la
corteza cerebral, es que caracterizamos la citoarquitectura de la corteza de rata postnatal de
1y 5 dias (Figura 20 A,H; respectivamente). Al analizar la corteza lateral externa, utilizando
anticuerpo anti-GFAP para observar la poblacion glial, detectamos en P1y P5 (Figura 20 B)
(Figura 20 |) la glia limitante o glia marginal. Respecto a la poblacion neuronal, la marca contra
tubulina BlIl se observa en todo el parénquima cerebral, con una sefial uniforme que delimita
los bordes y procesos neuronales (Figura 20 C, J). Interesantemente, al observar con mayor
aumento se detectan largas prolongaciones celulares, que salen desde las células de la glia
marginal y que se extienden hacia el interior de la corteza cerebral, tanto en P1 como en P5
(Figura 20 E, L; cabezas de flechas). Estas extensiones contactan directa y estrechamente
con las neuronas de las primeras capas neuronales positivas a tubulina Bl (Figura 20 F, M),
siendo entonces la zona de la corteza cerebral externa, un lugar donde podria ocurrir el

reciclamiento de vitamina C entre neuronas inmaduras y astrocitos marginales.
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Para que este mecanismo ocurra, es necesario que las neuronas corticales sean capaces de
captar AA, al respecto, s6lo existen evidencias in vitro que demuestran que éstas células
captan eficientemente AA, sin embargo, no existen evidencias in vivo 0 ex vivo. Si
consideramos que el transporte de AA ocurre a través del transportador SVCT2, el cual es un
co-transportador de AA/Na*, y tomando en consideracion que por cada molécula de AA que
ingresa al interior de la células, ingresarian 2 de Na* (Godoy et al., 2007), entonces, medir lo
niveles de sodio intracelulares podria ser utilizado como un método indirecto para comprobar

el transporte de AA.

Para intentar responder esta pregunta, utilizamos rebanadas agudas de cerebro de ratén joven
(P14-P21), las cuales fueron incubadas con SR101 para marcar los astrocitos y se les inyecto
la sonda SBFI [AM], entre las capas Il/lll de la corteza cerebral, para detectar los niveles
intracelulares de sodio. Posteriormente, las rebanadas fueron expuestas a AA 200 uM durante
30 minutos, mientras se registraban las longitudes de onda a 340/380 nm (Figura 21 A). El
registro representativo de los niveles de sodio a lo largo del tiempo analizado, muestra que en
una rebanada expuesta a AA existen diversas respuestas, sin embargo, se detecta un
incremento sostenido tanto en neuronas como en astrocitos (Figura 21 B, E). Se comparo la
concentracion de sodio intracelular al tiempo 0 y luego de los 30 minutos de exposicion a AA,
lo cual fue graficado como ANa™, tanto en neuronas, como en astrocitos se observa que las
células tratadas con AA muestran una tendencia al incremento en los niveles de sodio en
comparacion al control, pero también existen células que muestran una disminucion (Figura
21 C, F). Al separar ambos tipos de respuestas, se detecta un incremento significativo de 2
mM en la concentracion intracelular de sodio neuronal y astrocitico; mientras que no se
observaron diferencias significativas en aquellas células que mostraron una disminucién
(Figura 21 D, G). Posteriormente, quisimos averiguar si este incremento en los niveles de sodio
intracelular, inducidos por la presencia de AA, podria gatillar cambios en otros canales idnicos,

como NCX. NCX responder a altos niveles intracelulares de sodio, trabajando de manera
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reversa, ingresando calcio y sacando sodio al medio extracelular (Gerkau, Rakers, Durry,
Petzold, & Rose, 2018). Se utilizaron nuevamente rebanadas agudas de cerebro de ratén, las
cuales fueron expuestas a 200 uM AA durante 30 minutos (Figura 21 A), previamente, se
inyect6 la sonda Fura-2 en las capas Il/lll de la corteza, para la deteccion de los niveles
intracelulares de calcio (Figura 22 B). Los registros representativos de neuronas y astrocitos
expuestos a AA versus los controles, no muestran un aumento en el nimero o intensidad de
las ondas de calcio (Figura 22 C-D). Contrario a lo esperado, al realizar la cuantificacion, se
detecté una menor frecuencia e intensidad en las ondas de calcio neuronales, sin diferencias
significativas respecto al tiempo de duracién (Figura 22 E, F, G). Sin embargo, un mayor
namero de células presentaron ondas de calcio en presencia de AA (Figura 22 H). En el caso
de los astrocitos, no existen diferencias en la frecuencia (Figura 22 1), al igual que en las
neuronas, se detecté una menor amplitud (Figura 22 J), acompafiado de mayor tiempo de
duracion, sin diferencias significativas en el niumero de células que responden frente a AA

(Figura 22 K-L).

Estas observaciones nos llevaron a elegir la corteza lateral externa como la zona de estudio
para este objetivo, donde existe un contacto directo entre las neuronas de las capas
superficiales de la corteza cerebral y los astrocitos de las capas marginales. Adicionalmente,
comprobamos de manera indirecta que las neuronas corticales captan AA en concentraciones

fisiolégicas, por lo tanto, el mecanismo de reciclamiento de vitamina C podria ser posible.
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/anti-tubulina BILI/

Figura 20. Andlisis inmunocitoquimico de la poblacidon neuronal y astrocitica en corteza

cerebral postnatal.

Inmunocitoquimica anti-tubulina BllIl (verde) y anti-GFAP (rojo) en corte grueso de cerebro de
rata de 1 dia (A-G) y 5 dias postnatal (H-N). Hoechst fue utilizado como marcador nuclear
(azul). (A,H) Imagen obtenida con Tile-scan para observar toda la extension de la muestra. B-
D, I-K. Imagen obtenida en aumento mayor del recuadro sefialado en Ay H, respectivamente,
donde se observa la poblacion astrocitica (rojo) y neuronal (verde). E-G, L-N. Aumento digital
del recuadro en B e Il,se observa en detalle la morfologia astrocitica, contactando a las
neuronas de la capa mas superficial (cabeza de flecha). Barras de tamafio: 1 mm (A,H), 50 um
(D,K).
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Figura 21. Acido ascorbico incrementa los niveles de sodio intracelular en neuronas y

astrocitos corticales.

Se obtuvieron slices agudos de raton P14-P21, los cuales fueron cargados con la sonda SBFI
para medir los niveles intracelulares de sodio, durante la exposiciéon a 200 uM AA por 30
minutos. Una concentracién de 1 mM glutamato fue utilizado durante 10 segundos, como
control positivo (A). SR101 fue utilizado para tefir los astrocitos. Diagramas representativos
de los niveles de sodio a nivel neuronal (B) y astrocitico (E), durante el tiempo de andlisis. Las
sefiales en rojo y negro, representan el promedio de las respuestas, respectivamente.
Diferencias en concentracion de sodio intracelular entre t0 y t30 min, durante el tratamiento
con AA o condicion control en neuronas (C) y astrocitos (F). Se observan dos tipos de
respuesta, células que presentan un aumento en la concentracion y células que muestran una
disminucién en la concentracién de sodio intracelular. D. Representacion del grupo neuronal
que incrementa (superior) o disminuye (inferior) la concentracibn de sodio, luego del
tratamiento con AA. G. Comparacion de la respuesta de incremento (superior) o disminucion
(inferior), de la concentracion de sodio en astrocitos corticales. Analisis estadistico t-student
(*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001). Barras muestran promedio + SEM, N=6.
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Figura 22. Caracterizacion de seflales de calcio en neuronas y astrocitos corticales
expuestos a AA.

A. Protocolo realizado para el andlisis de sefales de calcio en slices agudos corticales de raton
P14-P21, los cuales fueron expuestos durante 30 min al estimulo de AA 200 pM. B. Imagenes
representativas de una slice marcada con la sonda Fura-2 AM, para el analisis de calcio
intracelular, y SR101 para el marcaje de astrocitos. C. Sefal representativa de una neurona
cortical control o expuesta a AA durante 30 minutos de andlisis. D. Sefiales de calcio
representativas en un astrocito de una slice control o una slice tratada con AA. Comparacion
de sefales de calcio obtenidas en neuronas o astrocitos durante los 30 minutos de andlisis,
en presencia (AA) o ausencia (control) de 200 uM AA. E,l. Frecuencia, segun el nimero de
sefales por cada célula analizada. F, J. Amplitud de la sefial. G, K. Tiempo de sefial, segun la
mitad de duracion de cada sefal analizada. H, L. Niamero de neuronas o astrocitos que
presentan sefiales de calcio, respectivamente. Fueron consideradas sefiales que tuvieran una
intensidad 3 veces mayor al ruido de cada andlisis. Andlisis estadistico t-student (*p <0.05; **p
<0.01; ***p <0.001). Barras muestran promedios + SEM, N=6.
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6.11 Inhibicién del transporte del DHA a través de GLUTL1 induce dafio neuronal en

corteza de ratas postnatales.

Con el fin de estudiar in vivo el rol del reciclamiento de vitamina C en la morfologia neuronal,
realizamos inyecciones Gnicas del inhibidor WZB117 en la corteza cerebral externa. Estos
experimentos fueron realizados en ratas de 5 dias postnatal (P5), por lo tanto, primero
realizamos una caracterizacion de la expresion de GLUTL1 en la corteza cerebral. Mediante
inmunofluoresencia se observaron estructuras tubulares fuertemente positivas a GLUT1, que
corresponden a los vasos sanguineos, acompafnado de una marca mas difusa en el resto del
parénquima cerebral (Figura 23 A, D cabezas de flechas). La inmunorreacciéon contra
vimentina, fue utilizada para la identificacién de las células astrociticas, las cuales presentan
numerosos procesos, formando un complejo entramado dentro de la corteza cerebral (Figura
23 B, F, cabezas de flechas). La marca de GLUT1 co-localiza con vimentina, confirmando que
los astrocitos postnatales presentes en la corteza cerebral efectivamente expresan GLUT1

(Figura 23 C, G cabezas de flechas).

Se ha propuesto que WZB117 es un inhibidor especifico de GLUT1, de esta forma al ser
injectado en la corteza cerebral deberia afectar directamente la entrada de glucosa y DHA en
astrocitos. Sin embargo, Ojelabi y cols. (2016), sugieren que WZB117 podria unirse también a

GLUTS, transportador de glucosa expresado a nivel neuronal.

Considerando esta informacion, analizamos el efecto que tiene el tratamiento con WZB117 en
neuronas mantenidas in vitro en diferentes condiciones. En una primera fase, se evaluo la
viabilidad celular en ausencia de glucosa por 24 h, coincubando con o sin lactato, el cual puede
ser utilizado como fuente energética en ausencia de glucosa (muy abundante en corteza
cerebral de 5 dias post-natal). Se observé en neuronas corticales una disminucién del 41,46%
en ausencia de glucosa la cual no fue recuperada por la suplementacion con lactato (Figura

24 A). Si las neuronas y astrocitos corticales
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Figura 23. Expresion de GLUTL1 en astrocitos corticales de rata postnatal.

A-C. Caracterizacion inmunohistoquimica en corte grueso de cerebro P5 de rata utilizando
anti-GLUT1 (A, rojo) y anti-vimentina (B, verde), analizados mediante Z-stack por microscopia
confocal. D-F. Imagen en mayor aumento adquirida en un plano focal de la zona marcada en
C, donde se observan células que expresan GLUT1 (D, cabezas de flechas) y que presentan
la marca para vimentina (F, cabezas de flechas). La superposicion de los canales se observa

en C y G. Hoechst fue utilizado para marcar ndcleos. Barra de tamafio, 50 pum.

97



>
oo
@

[J Control [ Control [] Control 1
) O -Glu/-Lac - [ wzB117 10 um Y E wzB117 10 um
&\a, B -Glu/+Lac o\:, Il ovso § W bvso
g Hokk g ns g %
c c c Fkkk
S 100f —— 4§ 100} T L 1 Bl =F
T = T 5 o l
1] 8 2
g = g g
2 L g 2
™ 1 —
° 50 = -1 b o] 50 ~ -1 - 50 B A
© © @©
§=] = B
e} 9 e
i 3 8
> > S =

0 0 0
24 horas 24 horas 72 horas

Figura 24. Efecto de la ausencia de glucosa y presencia de WZB117 en viabilidad

neuronal.

A. Andlisis de la viabilidad utilizando el método de XTT en neuronas corticales de 7 DIV
realizados en presencia de glucosa 25 mM (control), en ausencia de glucosa y lactato (-Glu/-
Lac) o en ausencia de glucosa y presencia de lactato 5 mM (-Glu/+Lac), durante 24 h. B-C.
Analisis de viabilidad realizado en neuronas corticales, expuestas al inhibidor WZB117 (10 uM)
o su vehiculo (DMSO), durante 24 (B) o 72 h (C). D-F. Inmunocitoquimica realizada en
neuronas corticales de 7 DIV, utilizando los anticuerpos anti-GLUT3 (D), anti-GLUT1 (E) o anti-
tubulina BlII (F), donde se observa una importante inmunoreaccion contra GLUT1 a nivel del
soma y procesos neuronales (F, cabezas de flecha). Hoechst fue utilizado como marcador
nuclear. Andlisis estadistico ANOVA, seguido de test Tukey. (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001).

Gréficos representan promedio + SEM, N=3.
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dependieran totalmente de la captacion de glucosa como fuente Unica de energia, la presencia
de WZB117 afectaria su viabilidad por medio de la deprivacion sostenida en la captacion de
glucosa. Sin embargo, se ha comprobado que durante las primeras semanas postnatales el
cerebro es nutrido principalmente por cuerpos ceténicos, obtenidos desde la leche materna
(Nehlig, 2004), por lo tanto, tanto astrocitos como neuronas no dependerian de la captacion
de glucosa para la mantencion de su metabolismo. Posteriormente, evaluamos la viabilidad
neuronal en presencia de WZB117 10 uM (concentracion que sera utilizada en las inyecciones
in vivo), sin observarse una disminucion significativa en la viabilidad celular durante 24 h
(Figura 24 B), sin embargo, al mantener el inhibidor durante 72 h, si se detect6 una disminucion
del 84,91 + 4,6% en la viabilidad celular (Figura 24 C). Este resultado podria sugerir que
WZB117 se uniria también a GLUT3 y podria inducir la muerte neuronal por falta del transporte
de glucosa, sin embargo, al evaluar mediante inmunocitoquimica la expresién de los
transportadores de glucosa, detectamos que in vitro las neuronas de 7 DIV no sélo expresan
GLUT3 (Figura 24 D), sino que inducen una importante expresion de GLUT1, tanto a nivel del
soma, como también en sus procesos neuronales (Figura 24 E, cabezas de flechas). Por lo
tanto, la disminucion observada a las 72 h, en presencia de WBZ117, se podria adjudicar a la
induccién en la expresion de GLUT1 por parte de las neuronas corticales in vitro, las cuales
sé6lo deberian expresar GLUT3, impidiendo una correcta interpetracion de nuestros resultados
y siendo imposible determinar si efectivamente, WB117 es capaz de unirse a GLUT3 a nivel

neuronal.

Una vez que comprobamos que GLUTL1 se expresa en los astrocitos jovenes presentes en la
corteza, y considerando que WZB117 puede ser un inhibidor especifico para GLUTL,
realizamos inyecciones Unicas en la corteza cerebral externa con un lentivirus que expresa la
proteina EGFP, el cual utilizamos como “guia” de la inyeccién, mezclado con WZB117 10 uM.
Adicionalmente, se realiz6 una inyeccién aguda de lentivirus EGFP y DHA 100 uM, para

analizar el efecto local de la forma oxidada de la vitamina C en la
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Figura 25. Efecto morfolégico de inyeccidn intracortical de WZB117 y DHA en rata

postnatal.

A. Disefio experimental para la inyeccién intracortical aguda del inhibidor de GLUT1, WZB117
(10 pM), mezclado con lentivirus EGFP o lentivirus EGFP, en ratas postnatales de 5 dias (P5).
El lentivirus EGFP fue utilizado para el seguimiento de la inyeccién. B-G. Inmunohistoquimica
utilizando anti-GFAP (rojo), en cortes gruesos de cerebro de ratas P8, luego de 72 horas post-
inyeccién con lentivirus EGFP (B-E), mezcla del inhibidor de GLUT1, WZB117 con lentivirus
EGFP (C-F) o mezcla de DHA 100 uM con lentivirus EGFP (D-G). B-D. Andlisis confocal
utilizando Tile-scan. D-G. Andlisis en mayor aumento de las zonas destacadas en B-D (linea

punteada). Barra de tamafio, 50 pm.
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Figura 26. Inyeccidn de lentivirus control induce expresion de EGFP a nivel neuronal.

Caracterizacion inmunohistoquimica en la zona inyectada con el lentivirus control EGFP, en
cerebro de rata P8, luego de 72 horas post-inyeccién. A. Expresion de EGFP (verde) en la
zona inyectada. B. Superposicion de EGFP con la inmunoreaccion contra GFAP. C.
Colocalizacion de la reaccion positiva para tubulina Blll y EGFP (verde). D. Superposicion de
todos los canales de flujorescencia, con marcador nuclear Hoechst. E-F. Reconstruccion 3D
de neurona positiva para EGFP (E). Analisis de la ausencia de codistribucion con la marca
para GFAP (F). Barra de tamafio, 50 pm.
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morfologia neuronal in vivo. Las inyecciones se realizaron en ratas de 5 dias postnatal, las

cuales se mantuvieron por 72 h post-inyeccion junto a la madre.

Los analisis de microscopia confocal mostraron que la inyeccién Unica del lentivirus EGFP,
induce la expresion de esta proteina en una reducida poblacion celular al interior de la corteza
cerebral, sin detectarse cambios en la citoarquitectura cortical (Figura 25 B, E). Por el contrario,
la inyeccion de la mezcla lentivirus EGFP+WZB117 se observa una importante lesion cortical,
que concentra la marca lentiviral al interior de la zona inyectada (Figura 25 C,F). Al injectar
lentivirus+DHA no se detectan cambios importantes respecto a la citoarquitectura general de
la corteza cerebral (Figura 25 D, G). Andlisis inmunohistoquimicos en el cerebro control,
inyectado sélo con lentivirus, muestraron que la expresion de la proteina EGFP se localiza a
nivel nuclear y citoplasmatico, en células que presentan largos procesos celulares (Figura 26
A), pero que no expresan el marcador glial GFAP (Figura 26 B), lo que se corrobora en la
reconstruccion 3D (Figura 26 E-F). Ademas, se detectd colocalizacion de EGFP y tubulina BllI,
marca neuronal distribuida por el citoesqueleto que genera una densa trama cortical (Figura
26 C-D) confirmado que este lentivirus tiene tropisto neuronal. Por otra parte, el andlisis de la
zona inyectada con la mezcla lentivirus EGFP+WZB117, muestra una importante zona central,
donde se concentra la marca lentiviral, la cual se detecta en agregados al interior de la zona
de lesion y a nivel citoplasmatico (Figura 27 A). La inmurreaccion contra GFAP, denota una
importante presencia de astrocitos reactivos que rodean la zona inyectada (Figura 27 B-C). La
marca contra tubulina Blll se detecta irregular (inyeccion lentiviral EGFP), predominando en
pequefios agregados, que se distribuyen mayoritariamente al interior de la zona inyectada
(Figura 27 D). Posterior a la caracterizacion de esta lesion cortical mediante
inmunofluorescencia en corte grueso, realizamos analisis de inmunohistoquimica en cortes de
7 um. Utilizando la tincion de hematoxilina-eosina se observa que la lesion comienza en un
corte frontal rostral como una disminucién en la intensidad de la tincion en la zona inyectada

(Figura 28 A), sin embargo, al analizar un corte mas caudal se detecta no sélo una disminucion
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en la presencia celular, sino que ademas, la lesion se abre hacia la zona mas interna de la
corteza cerebral generando una especie de cavidad (Figura 28 B). Por lo tanto, la lesién abarca
el espesor completo de la corteza cerebral. Al observar con mayor aumento la corteza cerebral
en una zona normal (Figura 28 c), destaca una poblacién homogénea de neuronas piramidales
(Figura 28 C, cabezas de flechas). Al observar la zona inyectada, se detectan nucleos
picnoticos y una alteracion en el neuropilo (Figura 28 D, cabezas de flechas). El andlisis con
anti-GFAP (inmunoperoxidasa en campo claro), mostré células fuertemente reactivas, tanto al
interior como al borde de la lesion (Figura 28 F,f cabezas de flechas), en comparacion al I6bulo
control, donde se detecta una marca uniforme en todo el parénquima (Figura 28 E,e). Al utilizar
un anticuerpo para tubulina Blll, se detecté una reaccion homogénea en el I6bulo control,
donde se puede observar el complejo entramado de los procesos neuronales (Figura 28 G,q),
en contraste, en el centro de la zona inyectada, la marca se vuelve mas difusa, denotando la
presencia de neuronas que poseen menor cantidad de procesos (Figura 28 H,h cabezas de

flechas), aspecto no observado en regiones vecinas a la lesion (Figura 28 h, flechas).

6.12 Cambios en la morfologia neuronal inducidos por lainhibicion del reciclamiento

de vitamina C en la corteza cerebral postnatal.

Luego de caracterizar la presencia de una importante lesién cortical, al realizar la inyeccién del
lentivirus EGFP+WZB117, buscamos una herramienta experimental que nos permitiera
evaluar si existian cambios en la morfologia neuronal a nivel de espinas dendriticas. Para esto,
se estandarizé la impregnacion de Golgi-Cox con la modificacion de Ultra-Rapid Golgi Stain
(URG), publicada recientemente por Kasem y cols. (Kassem et al., 2018) . Esta impregnacion,

utilizada por primera vez por Camilo Golgi en 1873,
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Figura 27. Caracterizacion inmunocitoquimica de la lesi6on cortical inducida por
WZB117.

Andlisis de corteza cerebral de rata (corte grueso) inyectada con una mezcla inhibidor
WZzB117/lentivirus EGFP luego de 72 h post-inyeccion. A. Marca de la expresion de EGFP
(verde), en la zona de lesién. B. Inmunotincién de GFAP (rojo) y superposicion con la marca
lentiviral (C). D. Colocalizacién de la inmunotincién neuronal anti-tubulina BlIl (blanco) y
expresion de EGFP. E. Inmunoreaccién contra GFAP (rojo) en la zona positiva para la
expresion de EGFP (verde) y marca nuclear (azul). G. Superposicion de todos los canales.

Hoechst fue utilizado como marcador nuclear. Barra de tamafio, 50 pm.
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Figura 28. Andlisis morfol6gico de diferentes zonas, en la lesion cortical inducida por
WZB117.

A-D. Tincién de hematoxilina-eosina en cortes obtenidos desde una zona rostral (A) y caudal
(B) de la lesién cortical inducida por la inyeccion del lentivirus EGFP+WZB117. C-D. Imagen
en mayor aumento de la zona marcada en c y d, respectivamente. Inmunohistoquimica
asociada a GFAP (E-F) y tubulina Blll (G-H), en zona caudal de la corteza cerebral,
comparando el hemisferio control (E, G) y el inyectado con WZB117 (F, H). Analisis usando
aumento mayor muestra células altamente reactivas para GFAP (f, cabeza de flechas) y para
tubulina (h, cabeza de flechas). CC: corteza cerebral. VL: ventriculo lateral. Barra de tamafio:

10 pm.

106



sigue siendo hasta la fecha, la técnica mas adecuada para poder estudiar morfologia neuronal.
Para realizar esta técnica se utilizaron cortes de 100-150 um obtenidos desde la corteza
cerebral de ratas P8 control o luego de 72 h post-inyecctadas con el lentivirus EGFP+WZB117.
En la figura 29 A es posible observar la impregnacion de Golgi-Cox en toda la corteza cerebral,
en un lébulo control (microscopia de campo claro). Debido a que la precipitaciébn oscura esta
compuesta por sulfuro mercurico, la presencia de este metal pesado permite su observacion
mediante microscopia confocal, utilizando la funcién de reflexion y reconstruccién en 3D, como
se muestras en la figura 29 B. Interesantemente, a pesar del procedimiento realizado durante
la URG, la marca para EGFP se mantuvo y logro ser detectada en el I6bulo inyectado (Figura
29 D,F), esto permite observar nuevamente que existe un disminucién en la marca neuronal
al interior de la zona inyectada (Figura 29 D), en comparacion al I6bulo control (Figura 29 C).
Adicionalmente, al utilizar un aumento mayor y realizar analisis en diferentes planos, es posible
reconstruir las neuronas que se encuentran impregnadas, tanto en la zona adyacente a la
inyeccién (Figura 29 F), como en la zona control (figura 29 E). Se observa en la reconstruccion
3D, que las neuronas del I6bulo control presentan largos procesos (Figura 29 e, cabeza de
flecha), en contraste con una neurona cercana a la zona inyectada, donde se detectan
prolongaciones mas pequefias (Figura 29 f, cabeza de flecha). Luego de esta caracterizacion,
utilizando microscopia confocal, se realizaron analisis utilizando campo claro para poder
cuantificar las diferencias morfolégicas que podrian existir en la poblacion neuronal. En una
primera aproximacion, se cuantificé la cantidad de neuronas impregnadas, que se detectan en
la zona externa de la corteza cerebral (I6bulo inyectado vs control) (Figura 30 A-B). La
cuantificacion muestra que existe un menor niumero de neuronas en la zona inyectada con la

mezcla lentivirus EGFP+WB117, comparado con el I6bulo control (Figura 30 B”).
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Figura 29. Analisis mediante microscopia confocal de impregnacion Golgi-Cox en la

corteza cerebral de rata postnatal, inyectada con lentivirus+WZzZB117.

A. Andlisis en campo claro de la corteza cerebral externa de la rata P8 posterior a la
impregnacion URG. B. Andlisis en Z-stack y posterior reconstruccién en 3D, utilizando la
técnica de reflexion-microscopia confocal, para la deteccion de la impregnacién en neuronas
corticales. C,E. Andlisis mediante microscopia confocal utilizando aumento menor (C) y un
aumento mayor (E), en el I6bulo control del cerebro de rata P8. D, F. Imagenes obtenidas
mediante Z-stack de la zona de inyeccion, combinando reflexion y emision fluorescente del
lentivirus EGFP (D). F. Imagen obtenida a mayor aumento para observar el detalle morfologico
de las neuronas que rodean la zona de inyeccion. e,f. Aumento digital y reconstruccioén 3D de

las zonas sefaladas en E y F, respectivamente. Barras de tamafo, 50 um.
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Posteriormente, se utilizdé el microscopio de epifluorescencia para detectar la zona inyectada
EGFP positiva (Figura 30 C) y realizar la superposicion con la imagen en campo claro del corte
impregnado con URG (Figura 30 D). Utilizando esta superposicion se delimité la zona
inyectada (Z.1) y la zona externa a la inyeccién (Z.E) (Figura 30 E), en las cuales se tomaron
imagenes en aumento mayor con el fin de analizar la morfologia neuronal. De esta manera se
observa que las neuronas en la Z.I poseen notoriamente menor presencia de procesos
neuriticos, comparado con las neuronas que se encuentran en la Z.E (Figura 30 F-G).
Utilizando el plugin NeuroJ (software ImageJ (W. Rasban, NIH) se cuantifico la presencia y el
largo total de neuritas en las neuronas presentes en la Z.E y en la Z.I, nuestros andlisis
demuestran que las neuronas de la Z.1 presentan un largo menor de neuritas (20,14 + 2,4 um)
comparado con las neuronas de la Z.E (122,6 + 9,7 um) (Figura 30 H), debido a que presentan
una menor cantidad de neuritas totales (Figura 30 I). Lo anterior se observa de mejor manera
en los gréaficos J y K, de la figura 30, donde se muestra que en la Z.E las neuronas poseen
entre 2 a 18 neuritas, sin embargo, la poblacién de la Z.I s6lo poseen entre 2 a 7 neuritas por

neurona.

La utilizacién de la impregnaciéon URG, nos ha permitido demostrar in vivo, que la presencia
de un inhibidor del transporte de DHA (a través de GLUT1) a nivel astrocitico, induce la
generacion de una lesion cortical que afecta principalmente la morfologia neuronal,
observdndose neuronas con menor presencia y longitud de procesos neuriticos, en la zona

inyectada.
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Figura 30. Analisis de la morfologia neuronal en la zona de inhibicién con WZB117,

mediante impregnacion de Golgi-Cox.

Reconstruccién en Tile-scan de un cerebro de rata P8, inyectado con WZB117 luego de 72 h
de tratamiento, e impregnado con Golgi-Cox para marcaje neuronal. A. Reconstrucciéon del
I6bulo control (sin inyeccién). B. Zona inyectada, donde se observa la disminucién de la
impregnacién neuronal (cabezas de flechas) B’. Cuantificacion de la marca Golgi-Cox en el
I6bulo control y I6bulo inyectado, en la zona externa de la corteza cerebral. C. Imagen obtenida
por microscopia de epifluorescencia en Iébulo inyectado con lentivirus EGFP+WZB117. D.
Superposicion de la imagen en fluorescencia y en campo claro, de la zona de inyeccion. E.
Imagen en campo claro, que muestra la impregnacion URG en neuronas dentro de la zona de
inyeccion (Z.1) y la zona externa a la inyeccién (Z.E). F-G. Imagen en aumento mayor de
neuronas sefaladas en E, correspondientes a la Z.I y Z.E, respectivamente. H. Cuantificaciéon
de la suma total del largo de neuritas cuantificadas en neuronas de la Z.E y Z.1. I. Comparacion
del nimero de neuritas cuantificadas por neurona, entre la Z.E y la Z.I. J-K. Gréfico de
frecuencia del numero de neuritas en la Z.E y Z.I, respectivamente. Analisis estadistico t-
student (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001). Grafico muestra promedio + SEM. 30-

40 neuronas cuantificadas por zona. Barra de tamafio: 10 pum.
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Finalmente, nos preguntamos si al inyectar a la corteza una dosis de la forma oxidada de
vitamina C, DHA, se podrian inducir cambios similares a los observados con el inhibidor de
GLUTL1. Para ello, siguiendo el mismo protocolo previamente descrito, se realizé una inyeccion
Unica de DHA 100 uM y lentivirus EGFP, en la corteza cerebral de rata P5 y se obtuvieron los
cerebros luego de 72 h. El analisis inmunohistoquimico, en cortes grueso, nos mostré que la
proteina EGFP se expresa en el soma y citoplasma de algunas neuronas en la zona inyectada
(Figura 31 A), las cuales se rodean de astrocitos fuertemente positivos a GFAP (Figura 31 B).
Respecto a la expresiéon del marcador tubulina Blll, se detecta una marca caracteristica en el
parénquima, sin embargo, en la zona de inyeccion se observa una pequefia region en donde
no existe marca para tubulina Blll (Figura 31 D), ademas existe una menor presencia de
astrocitos (Figura 31 E). Para corroborar esta observacion, se utilizé la impregnacion URG
para la visualizacién de la morfologia neuronal, sin embargo, en este caso al superponer las
imagenes de epifluorescencia (Figura 32 A) y la imagen en campo claro (Figura 32 B), se
detecta que tanto al interior (Z.l) como al exterior (Z.E) de la inyeccion, existe impregnacion
neuronal (Figura 32 C). Neuronas de la Z.I (Figura 32 C, cabeza de flecha), poresentaron
largas neuritas, muy diferente a las caracteristicas morfolégicas observadas previamente en
las neuronas de la Z.I con WZB117 (Figura 32 D). Por lo tanto, la inyeccién aguda de 100 uM
DHA, en la corteza cerebral no induce cambios morfoldgicos neuronales, posiblemente, debido
a la alta presencia de astrocitos que podrian reciclar de manera eficiente el DHA y prevenir

dafo neuronal.

Para concluir con este objetivo, estudiamos si efectivamente la lesién neuronal inducida por la
inyeccion de WZB117 involucra un proceso de muerte celular. Se utilizé la incubacién con

2,3,5-Cloruro de Trifeniltetrazolium o TTC. Este es un colorante

113



Figura 31. Caracterizaciéon inmunocitoquimica de una zona inyectada con lentivirus

EGFP+DHA en corteza cerebral de rata postnatal.

Estudio inmunohistoquimico de la zona inyectada con la mezcla de lentivirus EGFP/DHA (linea
punteada), donde se observa expresion de la proteina fluorescente verde (A). B.
Inmunoreaccion contra la marca glial GFAP y superposicion con la zona EGFP positiva (C). D.
Marca neuronal utilizando anti-tubulina BlII (blanco) en la zona inyectada. E. Colocalizacion de
la expresion de EGFP (verde) y la marca para células gliales (rojo) junto al marcador nuclear

Hoechst. F. Superposicion de los cuatro canales analizados. Barra de tamafio 50 um.
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utilizado para detectar zonas de infarto, a nivel cerebral, luego de la induccién de isquemia y
reperfusion. TTC corresponde a una sal incolora, que se reduce en presencia de
deshidrogenasas, las cuales abundan en las mitocondrias, por lo tanto permite diferenciar
entre tejidos metabdlicamente activos y zonas de muerte (Benedek et al., 2006). Ratas P5
fueron inyectadas con lentivirus EGFP, lentivirus EFGP+WZB117 o lentivirus+DHA 100 uM y
mantenidas durante 72 h post-inyeccion. Una vez obtenidos los cerebros, éstos fueron
cortados en rebanadas de 3 mm, las cuales fueron incubadas directamente con TTC. Se
detectd que so6lo en el I6bulo inyectado con lentivirus EGFP+WZB117, se observl una zona
de muerte celular, donde no hay coloracién roja (Figura 33 C-D). El cerebro control inyectado
con el lentivirus EGFP (Figura 33 A-B) y el cerebro inyectado con la mezcla lentivirus-DHA, no

presentaron una zona blanquecina (Figura 33 E-F).

De esta manera, podemos confirmar que la inyeccién con el inhibidor WZB117 induce una
lesion cortical, la cual en su interior presenta neuronas que han visto afectada su morfologia
neuronal, con una menor cantidad de neuritas, pero que ademas, es una zona donde ha
ocurrido muerte celular, lo cual podria ser una consecuencia de la inhibicién del reciclamiento

de DHA.
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Figura 32. Inyeccion de lentivirus EGFP+DHA no induce cambios en la morfologia

neuronal cortical.

A. Analisis mediante microscopia de epifluorescencia para detectar la zona de inyeccion (zona
punteada, Z.1). B. Superposicion de la imagen que muestra la expresion de EGFP y la imagen
en campo claro, que muestra la impregnacion neuronal. C. Imagen de la impregnacion
neuronal en el I6bulo inyectado que muestra la Z.1 y la zona externa (Z.E). D. Neurona
sefialada en C que se encuentra en la Z.l y que no presenta menor cantidad de neuritas. Barra

de tamafio: 10 um.
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Lentivirus EGFP+DHA

Figura 33. Inyeccion intracortical de lentivirus EGFP+WZB117, induce lesion cortical con

muerte celular.

Analisis de zonas de muerte celular mediante incubacion con TTC en cerebros de rata P8. A-
B. Rebanadas de cerebro de rata control, inyectado con lentivirus EGFP de zona rostral (A) y
caudal (B). C-D. Cerebro de rata P8 inyectado con la mezcla lentivirus EGFP+WZB117, donde
se observa una zona de muerte celular por la falta de tincion (zona demarcada), tanto en
porcion rostral (C) como en una porcion caudal (D). c-d. Aumentos digitales de zona
demarcada en Cy D, respectivamente. E-F. Rebanadas de porcion rostral (E) y caudal (F) de
cerebro, inyectado con lentivirus+DHA, donde no se observan zonas de muerte.
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7. DISCUSION

7.1 Efecto diferenciador de AA y efecto de DHA en NE adheridas.

Si bien la adhesién a un sustrato es un estimulador de la diferenciacién neuronal Per se para
las NE, comprobamos que la presencia de AA 100 uM durante las primeras 48 horas en este
modelo podria estimular la obtencion de un linaje neuronal con un mayor volumen de neuritas.
Previamente, nuestro laboratorio ha comprobado que la suplementacion con concentraciones
fisiologicas de AA incrementa la expresion de marcadores neuronales como tubulina Blll en
NE formadas por la linea celular P19, la cual presenta caracteristicas de NSC; lo mismo se
observé en NE formadas desde pared ventricular de rata adulta (Pastor et al., 2013). Diversas
evidencias corroboran que AA induce diferenciacion en células precursoras, Lee y cols. en
2003 proponen que el tratamiento con AA en precursores corticales no solo incrementa la
diferenciacion neuronal, sino que también induce un aumento en el nUmero de eventos y en la
amplitud de mEPSC en neuronas corticales, sugiriendo que AA estimula procesos de
maduracion neuronal (Lee et al., 2003). De esta misma forma, la suplementacion con AA
durante la diferenciacion de células R1 induce un aumento en la expresion de genes de
diferenciacion neuronal como Ntrk2 y BDNF (Shin, Ahn, Lee, Lee, & Lee, 2004). Finalmente,
al tratar con AA precursores aislados desde mesencéfalo ventral se obtienen células TH+,
marcador clasico de neuronas dopaminérgicas, sugiriendo que ascorbato podria regular la
diferenciacion de un tipo neuronal especifico (Yan et al.,, 2001). Esto ultimo ha sido
recientemente relacionado con el rol que tiene AA como cofactor de las enzimas TET, siendo
TET1 y la actividad de JMJD3 las que mediarian el incremento en la expresion de genes
dopaminérgicos como Th y Nurrl (He et al., 2015; Wulansari et al.,, 2017). Todas estas
evidencias apoyan nuestros resultados en donde AA estimula una fuerte diferenciacion

neuronal.
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Respecto al efecto comparado de AR y AA sobre las NE en adhesion, interesantemente en
nuestra condicion experimental hemos detectado que AA induce mayor volumen de procesos
neuriticos que AR, este resultado se opone a lo esperado ya que AR desde el afio 1982 ha
sido descrito como un pontente diferenciador neuronal al ser utilizado en células
indiferenciadas (Jones-Villeneuve, McBurney, Rogers, & Kalnins, 1982; Nitti et al., 2010). En
el afio 2013 Gao y cols., comprobaron en células F1 que el tratamiento con AR induce
diferenciacion disminuyendo el tamafio de colonias y la marca contra fosfatasa alcalina,
mientras que, al suplementar con AA se recupera la pluripotencia mediado por un incremento
en la expresion de factores como Esrrb, Eras y Nanog, asociados a la proliferacién celular.
Mas tarde, compararon el efecto de AR y AA sobre la linea celular F9 la cual presenta
caracteristicas de células madres embrionarias (ESC), observando nuevamente que AR
induce diferenciacion neuronal, mientras que, AA potencia el fenotipo indiferenciado
incrementando la expresion del gen Nanog mediante la sefalizacion JAK/STAT (Wu et al.,
2014). Considerando que AR es secretado por la meninges durante el desarrollo embrionario,
llegando a impactar las células de la GR para inducir la diferenciacion de neuronas corticales
(Siegenthaler et al., 2009) y que AA se encuentra altamente concentrado durante el desarrollo
embrionario en la corteza cerebral (Kratzing et al., 1985) parece posible postular que ambas
moléculas se encuentren trabajando de manera conjunta durante el desarrollo embrionario de

la corteza regulando procesos de diferenciacion y mantencion de la pluripotencia.

Sin embargo, en estadios mas avanzados del desarrollo cuando las células ya adquieren un
compromiso neuronal, como es el caso de nuestro modelo in vitro, la presencia de AA
potenciaria un mayor crecimiento neuritico durante las primeras horas, mientras que el
estimulo de AR es mas lento pero sostenido en el tiempo. Esto podria explicarse por los
mecanismos de sefializacion por el que cada molécula induciria la diferenciacion neuronal; el
efecto diferenciador de AA ha sido mayormente relacionado con su efecto epigenético al ser

cofactor de enzimas demetilasas, a la activacion de quinasas como ERK1/2, asi como también,
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a su efecto pro-oxidante que activaria la via WNT/B-catenina durante la diferenciacién de
células precursoras neuronales humanas (He et al., 2015; Rharass et al., 2017; Salazar et al.,
2016). Por su parte, AR es una molécula de sefalizacién exclusivamente nuclear la cual
modula directa o indirectamente la expresion de mas de 500 genes, entre ellos neurogenina 1
y MAP2 (Maden, 2007). Sin embargo, hasta la fecha, AA y AR no han sido relacionados

mediante alguna via de sefializacion especifica en el contexto del crecimiento de neuritas.

Si bien la NE en adhesion es una estructura heterogénea, que posee en su interior células
indiferenciadas nestina positivas y células gliales positivas a GFAP, la poblacion mas
numerosa es la que ha adquirido un linaje neuronal positiva a tubulina Blll. Respecto al estado
redox de vitamina C en las neuronas, se ha comprobado que intracelularmente éstas oxidan
hasta un 80% de AA hacia DHA en una hora, y realizan eflujo de esta molécula oxidada hacia
el medio extracelular (Cisternas et al., 2014). Por lo tanto, la acumulacion gradual de DHA en
los cultivos luego de 72 horas de tratamiento se sustenta en la baja capacidad reductora que
poseen las neuronas inmaduras que forman la NE y que expresan SVCT2, sumado a una baja
presencia de astrocitos maduros en la estructura que puedan reducir el DHA hacia AA. De
esta manera, la NE en adhesién es incapaz de establecer en mecanismo de reciclamiento de
vitamina C utilizando las poblaciones celulares que alberga en su interior. Previamente, se ha
demostrado que la suplementacion con DHA en células de cancer de colon induce una
disminucion en la glicolisis y un aumento en la actividad de la via de las pentosas (Yun et al.,
2015). Estos mismos cambios metabdlicos han sido descrito en neuronas corticales expuestas
a DHA, detectandose ademds una disminucion en los niveles de GSH y un incremento en la
captacion de lactato (Cisternas et al., 2014). Scheffler y cols., han descrito que la
suplementacién con DHA disminuye el crecimiento de neuritas en células PC12 diferenciadas
con NGF, sin embargo, esto no ha sido relacionado con la falta de un sistema de reciclamiento
de vitamina C (Scheffler et al., 2019). Por lo tanto, esta es la primera vez que se reporta como

la acumulacion sostenida de DHA puede alterar la morfologia neuronal.
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7.2 Reciclamiento de vitamina C y regulacion de estructuras neuriticas mediante

balance redox

La suplementacién con DHA en neuronas corticales previamente expuestas a H»O, induce
muerte neuronal lo cual es revertido en presencia de astrocitos corticales que captan DHA
desde el medio (Ferrada et al., 2020; Garcia-Krauss et al., 2015), por lo tanto, hasta la fecha
la funcion del reciclamiento de vitamina C a nivel neuronal solo ha sido descrita en el contexto
de la mantencién del metabolismo y viabilidad neuronal. En este trabajo proponemos por
primera vez que este mecanismo regula el crecimiento neuritico, ya que las células que
componen la NE poseen todos los elementos para que ocurra el reciclamiento en presencia
de células previamente caracterizadas por su alto potencial de captacion de DHA, como la
linea HL6O (F. J. Nualart et al., 2003) o células U87 y astrocitos humanos previamente
descritas como recicladoras de vitamina C (Garcia-Krauss et al., 2015). Si bien nuestro
laboratorio ha comprobado que la expresién de SVCT2 y captacion de AA pueden potenciar
la generacién de estructuras de maduracion neuronal como lamelopodios y filopodios en
células de neuroblastoma (Salazar et al., 2015), no existen evidencias previas que atribuyan a
DHA una funcién reguladora de la morfologia neuronal. DHA es una molécula que en buffer
salino puede tener una vida media de hasta 50 min (Himmelreich, Drew, Serianni, & Kuchel,
1998), sin embargo, a altas concentraciones o en un contexto de estrés oxidativo se oxida
irreversiblemente a 2,3-acido dicetogulénico (2,3-DKG) el cual puede descomponerse en
subproductos que derivan de la fragmentacion de la cadena principal de 6 carbonos (Smuda
& Glomb, 2013). Estos productos carbonilicos son altamente reactivos, y se ha comprobado
gue bajo condiciones de estrés oxidativo pueden llevar a cabo la reaccion de Maillard
generando productos de glicacion terminal como CML y pentosidina en el cristalino (Fan et al.,
2006). Recientemente, se ha descrito que tanto AA como DHA pueden incrementar los niveles
de CML durante la diferenciacion neuronal (Scheffler et al., 2019), también se ha comprobado

que DHA podria unirse a GSH (Regulus, Desilets, Klarskov, & Wagner, 2010), mediar la S-
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tionilacion de glutaredoxina y homocisteina (Ahuie Kouakou et al., 2019) e inducir la S-
glutationilacién de GADPH (Yun et al., 2015). De esta forma, DHA tiene la capacidad de inducir
modificaciones proteicas que alteran la funcion de antioxidantes y péptidos que contengan
amino&cidos con un grupo tiol como cisteina. En nuestro modelo, la acumulacion de DHA
induce un ambiente de estrés oxidativo marcado por el aumento de ROS, el balance redox
puede afectar la dindmica del citoesqueleto, siendo entonces un mecanismo que puede regular
procesos de crecimiento/acortamiento o pérdida de procesos neuriticos dependiendo de las
dinamicas de los microfilamentos de actina y tubulina (Figura 34). El monémero de actina
contiene 5 residuos de cisteina y 16 de metionina, por su parte, a y 8 tubulina poseen 12y 8
residuos de cisteina, respectivamente; siendo entonces estructuras susceptibles a oxidacion
(Wilson & Gonzalez-Billault, 2015). Particularmente, se ha detectado que la glutationilacion de
Cys 374 en G-actina induce un cambio estructural que enlentece la adicién del monémero al
filamento en crecimiento (Dalle-Donne, Giustarini, Rossi, Colombo, & Milzani, 2003). Por lo
tanto, nuestros resultados sugieren que la acumulacion de DHA desencadena modificaciones
proteinas terminales como la generacién de CML y la carbonilacién, las cuales podrian afectar

a proteinas del citoesqueleto afectando asi la mantencién de neuritas.

7.3 Transporte de AA en neuronas corticales y presencia del reciclamiento de

vitamina in vivo.

Diversas evidencias in vitro han comprobado que neuronas tanto corticales como de cerebelo
transportan AA eficientemente de manera dependiente de sodio (Caprile et al., 2009; M. Castro
et al., 2001; Cisternas et al., 2014), sin embargo, no existen reportes ex vivo o in vivo que
permitan comprobar que este transporte ocurre a nivel neuronal. En este trabajo hemos
utilizado un método indirecto para estudiar si el transporte de AA ocurre en neuronas corticales

de las capas Il/lll en ratones jovenes (P14-P21), midiendo lo niveles de sodio intracelular. Esto
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se sustenta en la estequiometria que tiene el co-transporte de sodio-ascorbato a través de
SVCT2, se ha descrito un coeficiente de Hill cercano a 2 para sodio, por lo tanto, SVCT2
presenta 2 sitios de unién a sodio que serian cooperativos, con una estequiometria de 2:1,
ingresando dos moléculas de sodio por cada AA que ingresa a la célula (Godoy et al., 2007).
En nuestros experimentos detectamos un incremento significativo en los niveles de Na*
intraneuronal al exponer rebanadas de cerebro a concentraciones fisioldgicas de AA (200 uM),
lo cual nos permite reafirmar que un contexto ex vivo existe un transporte efectivo de AA en
neuronas corticales. Cabe mencionar que también detectamos un incremento en el sodio
intracelular de astrocitos corticales, esto es llamativo ya que in vitro los astrocitos corticales
s6lo son capaces de transportar la forma oxidada de vitamina C, DHA, y no AA (Astuya et al.,
2005; Siushansian, Tao, Dixon, & Wilson, 1997). Sin embargo, no podemos descartar que el
AA administrado durante los 30 minutos de andlisis se oxidara hacia DHA, induciendo esta
molécula un cambio en los niveles de sodio intracelular mediante un mecanismo que, hasta la
fecha, no ha sido estudiado. Respecto a los analisis de los niveles de calcio intracelular en
presencia de AA, aun cuando detectamos un mayor niumero de neuronas que presentan
sefiales en presencia de AA; la disminucion en la frecuencia y en la amplitud de las sefiales
nos indican que no existiria un trabajo reverso del transportador NCX, el cual ha sido reportado
como un transportador que saca sodio e ingresa calcio en presencia de un aumento del Na*

intracelular (Gerkau et al., 2018).

La presencia del reciclamento de vitamina C en el cerebro postnatal temprano es, en la teoria,
posible debido a que todos los elementos celulares se encuentran presentes desde el
momento del nacimiento cuando ha terminado la neurogénesis y ha comenzado la gliogénesis
(Ge & Jia, 2016; Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009). La caracterizacion inmunohistoquimica
nos confirma que desde el dia P1 en la corteza cerebral externa existe una importante
presencia de la glia limitante, la cual seria la primera en localizarse (Olude et al., 2015),

astrocitos que son positivos a GLUT1 y que podrian captar DHA. Estos astrocitos contactan
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con las neuronas inmaduras positivas a tubulina Blll, las cuales expresan SVCT2 (Salazar et

al., 2014) y, que en este trabajo demostramos ex vivo que pueden captar AA (Figura 34).

7.4 Inhibicion del reciclamiento de vitamina C in vivo induce lesién cortical afectando

la morfologia neuronal

WZB117 fue utilizado como una herramienta inhibitoria de GLUT1 a nivel astrocitico (Figura
34), esta molécula fue descrita en el afio 2010 dentro de un conjunto de moléculas pequefias
sintetizadas para inhibir el transporte de glucosa a través de GLUT1 como herramienta
anticancerigena (Zhang, Liu, Chen, & Bergmeier, 2010). A la fecha, WZB117 ha sido inyectado
de manera intraperitoneal en ratones nude a los cuales se les habia inducido la formacién de
tumores, este tratamiento ha sido mantenido desde 10 dias hasta 10 semanas sin observarse
consecuencias sistémicas diferentes a la disminucion del crecimiento tumoral (Shibuya et al.,
2015). Es por ello que elegimos esta molécula, ya que los reportes in vivo demuestran que no
induce cambios a nivel sanguineo como el nimero de plaquetas o linfocitos (Liu et al., 2012).
Es interesante que en la literatura se utilice esta molécula como inhibidor del transporte de
glucosa, sin analizar el efecto que tiene también en el transporte de DHA; molécula que
previamente ha sido descrita como la forma que muchas células cancerosas captan mediante
el efecto bystander (F. J. Nualart et al., 2003; Pena et al., 2019). Es por ello que caracterizamos
exitosamente a WZB117 como un inhibidor efectivo del transporte de DHA a través de GLUT1,
siendo incluso comparable al efecto inhibidor de citocalasina B. En el afio 2016, se describe
que WZB117 seria un inhibidor competitivo de la entrada de glucosa a través de GLUT1,
uniéndose al poro central de este transportador por la cara exofacial (Ojelabi et al., 2016). Sin
embargo, en este mismo estudio se comprueba que al sobreexpresar la isorforma humana de
GLUTS3 en células HEK, WZB117 presenta la misma Km; que para GLUT1, cercana 10 puM.

Hasta la fecha no existen més reportes que relacionen la afinidad de WZB con GLUT3, fue por
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ello que intentamos caracterizarlo en cultivo primario de neuronas corticales, como un modelo
de expresion exclusiva de GLUT3, sin embargo, descubrimos que in vitro las neuronas también
inducen la expresion de GLUT1, siendo imposible discriminar si este inhibidor sera dirigido
exclusivamente a los astrocitos, o quizas, en menor proporcién también podra unirse a GLUT3

a nivel neuronal.

La inyeccion intracortical de WZB117 induce una importante lesién cortical a nivel neuronal
luego de 3 dias post-inyeccién, atribuimos este efecto a la falta de reciclamiento de DHA entre
neurona-astrocito expuestos a esta molécula en la zona de inyeccion. Descartamos el efecto
que tendria la inhibicion del transporte de glucosa y la posible deprivacién de esta misma
molécula tanto a nivel neuronal como astrocitico, esto debido a que luego del nacimiento y
comenzado el amamantamiento el cerebro es un modelo natural de dieta cetogénica. Esto
significa que debido al alto contenido graso de la leche materna, se obtienen como productos
mayoritarios cuerpos ceténicos (acetoacetato y B-hidroxibutirato (BHB)), los cuales se captan
entre 2 a 3 veces mas eficientemente en la barrera hematoencefélica que la glucosa, para la
cual sélo existe un 20% de captacion durante las primeras dos semanas de vida, comparado
con el cerebro adulto. Analisis utilizando glucosa y BHB radioactivos muestran que la captacion
de BHB incrementa entre los dias P10-P14 y disminuye desde el dia P17; concomitante con el
aumento en la captacion cerebral de glucosa recién al dia P17-P21 (Nehlig, 1999). Por lo tanto,
los cuerpos cetdnicos pueden sustituir a la glucosa como sustrato energético, preservando la
integridad y estabilidad neuronal durante la lactancia, hasta que las ratas se destetan y
comienza a utilizar los carbohidratos como fuente energética neuronal (Nehlig, 2004). Por lo
tanto, el efecto neuronal observado por la presencia de WZB117 no es atribuible a un fallo
metabdlico por ausencia de glucosa. La menor presencia y largo de neuritas debido a la
inhibicion del reciclamiento puede ser relacionada con la consecuente disminucion en la
disponibilidad de AA en el parénquima cerebral. En cobayos P2 mantenidos con una dieta baja

en AA durante 3 semanas, se ha detectado una disminucién de un 30% en la concentracion

125



cerebral de AA, acompaiiado de un incremento en DHA que altera la homeostasis redox
incrementando la peroxidacion lipidica (Lykkesfeldt, Trueba, Poulsen, & Christen, 2007).
Sumado a esto, se ha comprobado que la deficiencia de AA en la dieta de cobayos jovenes
genera una disminucion en la generacion de la memoria espacial, afectando la poblacién
neuronal del hipocampo (Tveden-Nyborg et al., 2009). La relacién del acoplamiento neurona-
astrocito con el control de la morfologia neuronal también ha sido descrita en el contexto
metabdlico y la induccién de transportadores de lactato (MCT), la cual ha sido descrita como
un mecanismo que puede modular procesos de sinaptogénesis y memoria. La entrada de
lactato induciria la expresion de genes relacionados con la plasticidad neuronal (Suzuki et al.,
2011), dentro de las sefalizaciones descritas, se encuentra la activacion de Erk1/2 (similar a
lo observado con la sobreexpresion de SVCT2), que induciria la expresion de genes como Arc,

Zif268 y cofilina fosforilada (Yang et al., 2014).

Nuestros resultados sugieren por primera vez, que en un contexto in vivo, la ausencia del
reciclamiento de vitamina C y la consecuente acumulacién de DHA pueden afectar la
morfologia neuronal (Figura 34), causando una lesién cortical con muerte celular,
posiblemente relacionado con procesos de muerte como los recientemente descritos por

nuestro laboratorio (Ferrada et al., 2020).
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Figura 34. Modelo final del estudio.

A. Mecanismo de regulacion del crecimiento de neuritas en presencia del reciclamiento de
vitamina C entre neurona psotnatal inmadura y astrocito. B. Efectos neuronales por ausencia
de células recicladoras de DHA o en presencia de un inhibidor del transportador GLUT1, como

WZB117.
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8. PROYECCIONES
Si bien esta tesis no se encuentra enmarcada en un contexto patologico, recientemente hemos
caraterizado que bajo diferentes procesos de neurodegeneracion, como modelos de epilepsia,
dafo cortical y alzheimer, los astrocitos reactivos inducen la expresion de SVCT2 en las zonas
de dafio, lo que podria inducir un desbalance en el mecanismo del reciclamiento de vitamina
C, exacerbando asi el dafio neuronal (Salazar et al., 2018). Sin embargo, en un contexto
fisiol6gico es necesario conocer las dinAmicas que tiene la vitamina C durante los diversos
estadios del desarrollo cerebral, considerando que se han reportado bajas concentraciones de
vitamina C en la poblacion de los paises de occidente (Agathocleous et al., 2017; Hansen,
Tveden-Nyborg, & Lykkesfeldt, 2014), y que dentro de esta poblacién existen mujeres
embarazadas y en periodo de lactancia. En este contexto, estudios realizados en madres
fumadoras y no fumadoras demuestran una significativa disminuciéon en la concentracién
sanguinea de AA tanto de las madres como de los recién nacidos, lo que se encuentra
fuertemente relacionado con pertenecer a un estrato socioeconémico bajo que impide una
correcta alimentacién (Madruga de Oliveira, Rondo, & Barros, 2004). Similares resultados
fueron reportados en mujeres chilenas, las cuales presentaron menores niveles de vitamina C
en plasma al pertenecer a un nivel socioeconémico bajo, comparado con el grupo
perteneciente a un nivel mas alto (Rozowski N et al., 2001). Analisis de la concentracién de
AA en la leche materna demuestran una significativa disminucion en la perteneciente a madres
fumadoras comparado con el grupo control (Ortega, Lopez-Sobaler, Quintas, Martinez, &
Andres, 1998), sin embargo, no existen estudios chilenos que verifiquen los niveles
sanguineos de vitamina C en las mujeres que amamantan. Por lo tanto, esperamos que este
estudio logre demostrar la relevancia que tiene este mecanismo desde los primeros dias del
nacimiento, momento en el que los nifios y nifias reciben la vitamina C directamente desde la
leche materna, niveles plasmaticos adecuados de la vitamina aseguran una alta concentracion

de AA en el parénquima cerebral, mantenida por el correcto funcionamiento del reciclamiento
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de vitamina C; el cual sera vital para regular los procesos de diferenciacion y maduracién

neuronal.
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9. CONCLUSIONES

1. Ladiferenciacién neuronal de NE adheridas en ausencia de células que reciclen el DHA
generado por el tratamiento prolongado con AA genera un ambiente oxidativo, mediado
por un aumento en ROS, lo cual desencadena modificaciones proteicas irreversibles
como la glicacion y carbonilacion. Estas modificaciones podrian afectar la estructura y
funcion de proteinas asociadas al crecimiento de neuritas lo que afectaria su

crecimiento y mantencién en el tiempo.

2. Durante la diferenciacion neuronal de NSC in vitro estimulada por presencia de AA, el
mecanismo de reciclamiento de vitamina C establecido entre neuronas y células
recicladoras de DHA es necesario para regular los niveles de AA/DHA en el medio,

favoreciendo el crecimiento de neuritas en durante tratamientos prolongados con AA.

3. La inhibicién in vivo del transporte de DHA a través de GLUT1 por parte de los
astrocitos en la corteza cerebral postnatal temprana, afecta drasticamente la
morfologia neuronal, disminuyendo el nUmero de neuritas y generando muerte celular.
Sugiriendo de esta manera, que el mecanismo de reciclamiento de vitamina C puede
establecerse entre la neurona inmadura y el astrocito cortical, regulando el proceso de
maduracion neuronal que se caracteriza por la extension de procesos neuriticos para

aumentar la arborizacién neuronal.
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