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RESUMEN

Los Accidentes cerebrovasculares (ACV) son la segunda causa de muerte en
Chile, donde el 60% de los casos es de tipo isquémico. En estos se genera una
reduccion de nutrientes y oxigeno en la zona afectada del cerebro, lo cual
desencadena un desbalance redox con un aumento de los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que generan dafio y muerte celular. Dentro de las
células afectadas estan las células endoteliales (CE), las cuales son las
encargadas proteger la integridad de la barrera hematoencefalica (BHE), por lo
que su muerte facilita la destruccion y perdida de funcionalidad de la BHE. Para
regular el desbalance redox existen los antioxidantes como la vitamina C (VitC),
que esta presente en el organismo en su forma oxidada (&cido
dehidroascorbico; DHA) y reducida (acido ascorbico; AA). Siendo el AA un
potente reductor capaz de neutralizar radicales libres. Ambas formas de la VitC
ingresan a la célula por distintos transportadores, los GLUTs por el DHA y los
SVCTs por el AA. Existe evidencia de que los transportadores SVCT2
aumentan su expresion en procesos isquémicos en ceélulas de endotelio
cerebral de ratdn, pero esto aun no ha sido estudiado en células de endotelio
cerebral humano.

En el presente estudio implementamos un modelo in vitro de barrera
hematoencefalica utilizando células endoteliales microvasculares de cerebro
humano (HBMEC), que al diferenciarlas expresan proteinas de uniones
estrechas (TJP) al igual que una BHE, evaluamos las TJP con la expresion de
la proteina ZO-1 mediante inmunofluorescencia. Establecimos un modelo in
vitro de isquemia y reperfusion (Isg-R), evaluando por MTT sus efectos sobre la
viabilidad celular, por westernblot la expresibn de HIFl-a y por
inmunofluorescencia la disminucién de la expresion de la proteina ZO-1.
Evaluamos la expresion de los transportadores de VitC posterior a una Isg-R

mediante RT-gPCR e inmunofluorescencia. Ademas, analizamos mediante
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citometria de flujo el aumento de los niveles de ROS posterior a la Isg-R vy el
efecto del tratamiento con VitC sobre estos niveles.

Nuestros resultados muestran que el modelo de Isg-R in vitro es capaz de
generar dafio endotelial en nuestro modelo de BHE. Ademas, encontramos que
posterior a una Isg-R hay wuna disminucion en la expresion de los
transportadores GLUT1 y SVCT2, mientras que SVCT1 aumenta su expresion.
También, encontramos niveles de ROS elevados posterior a una Isg-R, los
cuales disminuyen luego de 24 horas de reperfusion. Observamos una
tendencia en la disminucion de los niveles de ROS, donde el tratamiento con
AA genero0 niveles menores de ROS con respecto a la condicion sin tratamiento.
Estos resultados permiten dilucidar el importante rol que cumplen los
antioxidantes sobre el dafio oxidativo, y en concreto la gran relevancia que toma
la VitC junto a sus transportadores en la BHE bajo un estado de Isg-R, el cual
se asemeja a la condicion que se genera a nivel cerebral en un ACV.
Destacamos el hallazgo del aumento de expresion del transportador SVCT1, el
cual podria estar cumpliendo un rol crucial en este tipo de patologias.

Auln faltan muchas aristas por estudiar, pero con los resultados obtenidos
posiblemente estamos ante un futuro blanco terapéutico para disminuir el dafio
que se genera en el ACV y otras patologias que aun no posee un tratamiento
efectivo.
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SUMMARY

Stroke is the second leading cause of death in Chile, where 60% of cases are
ischemic. In these cases, a reduction of nutrients and oxygen occurs in the
affected area of the brain, triggering a redox imbalance with an increase in
reactive oxygen species (ROS) levels that generate cellular damage and death.
Among the affected cells are endothelial cells (EC), which are responsible for
protecting the integrity of the blood-brain barrier (BBB). Therefore, their death
facilitates the destruction and loss of BBB functionality. Antioxidants such as
vitamin C (VitC) are available to regulate the redox imbalance. VitC exists in the
body in its oxidized form (dehydroascorbic acid; DHA) and reduced form
(ascorbic acid; AA). AA is a potent reductant capable of neutralizing free
radicals. Both forms of VitC enter the cell through different transporters: DHA
enters through GLUTSs, and AA through SVCTs. There is evidence that SVCT2
transporters increase their expression in ischemic processes in mouse cerebral
endothelial cells, but this has not yet been studied in human cerebral endothelial
cells.

In this study, we implemented an in vitro model of the blood-brain barrier using
human brain microvascular endothelial cells (HBMEC), which, upon
differentiation, express BBB-like tight junction proteins (TJPs). We evaluated the
TJPs through ZO-1 protein expression using immunofluorescence. We
established an in vitro model of ischemia and reperfusion and evaluated its
effects on cell viability through the MTT assay, the expression of HIF1-a through
western blot, and the decrease in ZO-1 protein expression through
immunofluorescence. Subsequently, we assessed the expression of VitC
transporters  after ischemia and reperfusion using RT-gPCR and
immunofluorescence. Additionally, we analyzed the increased levels of ROS
after ischemia and reperfusion and the effect of VitC treatment on these levels

using flow cytometry.
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Our results demonstrate that the in vitro ischemia and reperfusion model is
capable of generating endothelial damage in our BBB model. We also found a
decrease in the expression of GLUT1 and SVCT2 transporters after ischemia
and reperfusion, while SVCT1 showed increased expression. Furthermore, we
observed elevated levels of ROS after ischemia and reperfusion, which
decreased after 24 hours of reperfusion. There was a trend towards decreased
ROS levels, and AA treatment generated lower ROS levels compared to the
untreated condition.

These results shed light on the important role of antioxidants in oxidative
damage, particularly emphasizing the relevance of VitC and its transporters in
the BBB under an ischemia and reperfusion state that resembles the conditions
occurring in a stroke. We highlight the finding of increased SVCT1 transporter
expression, which may play a crucial role in such pathologies.

While there are still many aspects to be studied, the obtained results potentially
open up therapeutic opportunities to mitigate the damage caused by stroke and

other conditions that currently lack effective treatments.
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1. INTRODUCCION

1.1.Barrera hematoencefalica.

Dentro de las barreras biol6gicas del cerebro existe la barrera hematoencefélica
(BHE), la cual esta presente en todos los organismos con un sistema nervioso
central (SNC) bien desarrollado (Abbott, 2005). La BHE es una estructura
celular y bioquimica que forma una interfaz altamente selectiva entre la sangre
y el cerebro, desempefiando un papel esencial en el mantenimiento de un
entorno Optimo para el funcionamiento y la homeostasis del SNC (Knox et al.,
2022).

La funcion de la BHE surge de una asociacion de células cerebrales, la cual se
denomina unidad neurovascular (NVU, por su sigla en inglés), esta compuesta
por las células endoteliales (CE) del cerebro, las células murales (pericitos y
células del musculo liso vascular), astrocitos, neuronas, microglia y una
membrana basal (ladecola, 2017; Serlin et al.,, 2015) (Figura 1). Una de las
caracteristicas estructurales mas relevantes de la BHE son las uniones
estrechas (TJ, por su sigla en inglés) entre las células endoteliales del cerebro,
qgue sellan el espacio paracelular formando una barrera continua (Wong et al.,
2013), mientras que la membrana basal, los astrocitos y los pericitos rodean a
las células endoteliales (Dong, 2018). De esta forma, las células endoteliales
recubiertas en el lado luminal por glucocélix y en el lado basal por la membrana
basal, conforman los vasos sanguineos continuos no fenestrados que regulan
estrechamente el movimiento de moléculas, iones y células entre la sangre y el
SNC (Daneman, 2012; Jin et al., 2021; Zlokovic, 2008). A través de este
endotelio, hay una difusion libre y rapida de oxigeno desde la sangre al cerebro
y una difusién de didxido de carbono en la direccién opuesta, lo cual es esencial
para el metabolismo cerebral normal y la regulacion del pH en el fluido
intersticial del cerebro y las células que conforman la NVU (Kadry et al., 2020).



Las moléculas lipofilicas pequefias (<400 Da) que forman menos de 8 enlaces
de hidrogeno también pueden cruzar la BHE (Pardridge, 2015), mientras que la
glucosa, los aminoacidos y otros nutrientes ingresan al cerebro a través de
transporte facilitado a través de transportadores. La captacion de moléculas
mas grandes como la insulina, la leptina y la transferrina de hierro se facilita a
través de la endocitosis mediada por receptores (Pardridge et al., 1985; Zhang
& Pardridge, 2001), Sin embargo, las células endoteliales que conforman los
vasos presentan una baja tasa de trafico de vesiculas, por lo que la transcitosis
es limitada (Ayloo & Gu, 2019). Estas caracteristicas, permiten que la BHE
posea baja permeabilidad paracelular y sea altamente restrictiva con el paso de
sustancias que puedan ser nocivas para el cerebro, protegiendo asi de toxinas,
patdgenos, inflamacion y lesiones (Kadry et al., 2020; Van ltallie & Anderson,
2006). En diversos estudios se ha concluido que la alteracién de alguna de sus
propiedades de barrera protectora o la pérdida de su integridad generan
disfuncion en la BHE, desencadenando la alteracion de la homeostasis y la
desregulacién en la entrada y salida de moléculas y células al SNC, que
finalmente genera dafio y degeneracion neuronal (Daneman & Prat, 2015; Feng
et al., 2023; Rodrigo et al., 2013).
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Figura 1. Esquema de la unidad neurovascular y las proteinas de
uniones estrechas.

Asociacion de células cerebrales y organizacion molecular de proteinas de
uniones estrechas (TJP, por su sigla en inglés) (modificado de Kadry et al.,
2020). La asociacion entre el pie de astrocitos, pericitos, microglias, lamina
basal y células endoteliales (CE) es denominada unidad neurovascular. Las CE
son capaces de formar la BHE gracias a las uniones estrechas u ocluyentes,
gue estan conformadas por TJP. Estas proteinas son: ocludina, caderina-1/-3/-

5/-12, claudina, zénula ocluyente -1/-2, entre otras.



1.2.Células endoteliales.

Las CE son células de epitelio plano simple que se pliegan sobre si mismo
formando los vasos y microvasos del organismo (Aird, 2007a, 2007b), en el
cerebro las CE cumplen el rol de formar el endotelio cerebrovascular, el cual es
un tejido extremadamente activo responsable de regular el trafico de células,
sustratos y otras moléculas a través de la BHE. Ademas, es responsable de
controlar el tono vasomotor y mantener la homeostasis en la interfaz sangre-
pared vascular. Las células endoteliales microvasculares del cerebro (CMEC,
por su sigla en inglés) que componen la microvasculatura de la BHE, se
caracterizan por expresar TJP interendoteliales, tener baja presencia de
caveolas en la superficie luminal y poseer un alto numero de mitocondrias
(Kadry et al., 2020) en comparacién con las CE de otros distritos vasculares.
Las CMEC son capaces de regular el transporte paracelular a través las TJP
(Wong et al., 2013), las cuales sellan las vias paracelulares entre las CE
adyacentes y proporcionan una proteccion alrededor de la célula, separando su
porcion luminal de la region basolateral (Liebner et al., 2011). Por lo tanto, las
TJP evitan el transporte paracelular y restringen severamente el transporte de la
mayoria de las moléculas y de iones pequefios que puedan dafar de alguna
manera al cerebro (Van Itallie & Anderson, 2006). Esto genera que la mayor
parte del trafico molecular entre el sistema vascular y el cerebro sea por el

transporte transcelular (Wong et al., 2013).

1.3. Proteinas de uniones estrechas.

Como se menciond antes, las uniones estrechas, también llamadas uniones
ocluyentes, estan conformadas por las TJP. En la BHE, las TJP se encuentran
entre las CMEC y cumplen la funcion de restringir en gran medida el transporte
paracelular y transcelular, lo que genera una barrera con baja permeabilidad

(Dolman et al., 2005). Es por esto, que la expresion y funcionalidad de las TJP



se utiliza como una medida de la integridad de la BHE (Abbott et al., 2006;
Kandel et al., 2000).

Las uniones estrechas u ocluyentes son un complejo que consta de tres
proteinas transmembrana (claudina, ocludina y moléculas de uniones
adherentes (JAM, por su sigla en inglés)) y varias proteinas accesorias
citoplasmaticas (zonula ocluyente (ZO) -1, -2, -3, entre otras), que se unen a las
proteinas del citoesqueleto de actina (Figura 1). Estas proteinas en conjunto
son indispensables para mantener la integridad de la BHE (C. Li et al., 2021).
La claudina, especificamente la claudina-5, es considerada el componente
primario de sellado de las uniones estrechas (Abbott et al., 2006; Kandel et al.,
2000), contribuyendo a reducir el movimiento de iones paracelulares y
ayudando a estrechar la hendidura paracelular (Eisenblatter & Galla, 2002). La
ocludina esta presente en los filamentos de las uniones estrechas y ayuda a
regular las propiedades de adhesion entre las células, ademas de interactuar
con las proteinas de andamiaje intracelulares y el citoesqueleto de actina
(Kandel et al., 2000). Las ZO son proteinas asociadas periféricamente que
interactian con claudinas, ocludinas y JAM para anclar las proteinas de
membrana y unirlas al citoesqueleto de actina (Abbott et al., 2006; Agarwal et
al., 2011). Como la alteracion de las TJP genera disfuncion endotelial y perdida
de la integridad de la BHE (Bolton et al., 1998), a lo largo de los afos los
estudios han asociado la alteracion local de estas con patologias del sistema
nervioso central (Bronger et al., 2005; Correale & Villa, 2007; Desai et al., 2007;
Kaur & Ling, 2008; Remy & Beck, 2006).

1.4.Disfuncién endotelial y perdida de la integridad de la barrera

hematoencefalica.

La BHE es relativamente impermeable, pero en condiciones patolégicas se ve
afectada por la liberacion de agentes vasoactivos, citoquinas y mediadores

guimicos que aumentan su permeabilidad. Varios de estos agentes son
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liberados por el propio endotelio, como por ejemplo la endotelina que tiene un
efecto autocrino sobre el mismo endotelio, actuando sobre los receptores de
endotelina A de las CE (Kadry et al., 2020). Ademas, el endotelio es el principal
lugar para la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por su sigla
en inglés) (Fraser, 2011), de esta forma median el estrés oxidativo y
contribuyen a la disrupcion y destruccion de la BHE (C. Li et al., 2021). Es por
esto que la disfuncion endotelial se considerada una caracteristica patoldgica
de la destruccion de la BHE (Blanchette & Daneman, 2015).

La disfuncién de la BHE se ha reportado en muchas condiciones patologicas del
SNC, como la esclerosis multiple (Correale & Villa, 2007), epilepsia (Remy &
Beck, 2006), tumores cerebrales (Bronger et al.,, 2005), enfermedad de
Parkinson y Alzheimer (Desai et al., 2007) y agresiones hipdxicas e isquémicas
(Kaur & Ling, 2008). Esta disfuncién de barrera puede variar desde cambios
leves y transitorios en la permeabilidad de la BHE con la apertura de la unién
estrecha, hasta la ruptura cronica de la barrera, donde también pueden ocurrir
cambios en los sistemas de transporte y de las enzimas. Esto genera la
activacion microglial y la infiltracion de diferentes componentes plasmaticos y
células inmunitarias en el parénquima cerebral que causan finalmente una
alteracion de la homeostasis del SNC y un dafio variable en el cerebro

circundante (Blanchette & Daneman, 2015).

AUn no es posible determinar en todos los casos si la perdida de la integridad
de la BHE es la causa del inicio de la enfermedad o si es el resultado de la
progresion de la enfermedad neuroldgica. Sin embargo, estd demostrado que la
alteracion de la barrera contribuye y exacerba la patologia en desarrollo
(Daneman, 2012; Jin et al., 2021; Persidsky et al., 2006; Zlokovic, 2008).



1.5. Accidente cerebrovascular.

Los accidentes cerebro vasculares (ACV) afectan a 15 millones de personas en
el mundo anualmente. De estos un tercio fallece y otro tercio queda con
secuelas permanentes segun reportes de la organizacion mundial de salud
(OMS). En chile, el ACV es la segunda causa de muerte con 29.542 egresos
hospitalarios en el afio 2021 (MINSAL), lo que significa 81 casos por dia y se
calcula que de estos casos fallece una persona cada 72 minutos. Ademas, es la
segunda causa de muertes prematuras, con 2.310 defunciones en el 2013 en
personas entre 30 y 69 afos, y la primera causa especifica de afios de vida
saludables perdidos por discapacidad y muerte prematura en mayores de 74
afos. Por lo tanto, es responsable de mas de un 15% del total de muertes y
discapacidad en el pais (Labbé Atenas et al., 2018). Por todo lo anterior, el ACV

se constituye como un problema critico de Salud Publica (MINSAL, 2014)

Los ACV se generan cuando el flujo de sangre de una zona del cerebro
disminuye o se detiene, ocasionando la disminucion de nutrientes y oxigeno
(hipoxia) en la region afectada. Dependiendo del tiempo que se mantenga esta
afeccion se puede generar un dafo permanente en las células cerebrales
ocasionando las secuelas y la muerte de pacientes. Los ACV se clasifican en
hemorragicos e isquémicos, el primero es menos frecuentes y se ocasiona por
la ruptura de un vaso sanguineo del cerebro que origina un derrame (derrame
cerebral). Mientras que el segundo representa el 65% de los ACV que ocurren
en Chile (MINSAL, 2013), y son provocados por la oclusion de una arteria
cerebral (Rahme et al., 2012) en la cual un ateroma o un trombo obstaculiza el
paso de la sangre generando una inmediata reduccion del flujo cerebral en el
area de irrigacion correspondiente (isquemia focal). Esta reduccién del flujo
sanguineo no es homogénea en el sector afectado (Arango-Davila & Pimienta,
2004), y puede cambiar en minutos u horas generando un estado de isquemia e

hipoxia en las células cerebrales de la zona afectada. El impacto de la isquemia



cerebral depende de la gravedad y la duracion de la reduccion del flujo
sanguineo, por consiguiente, una isquemia poco grave pero prolongada
produce cambios equivalentes a una isquemia corta y grave (Mies et al., 1991).
Posterior a este estado de isquemia, ocurre la reoxigenacion o reperfusion, en
donde se crea un desequilibrio entre la tasa de generacion de ROS y la
capacidad del tejido para desintoxicar estas especies reactivas, generando asi
mas dafio en el tejido afectado (Guarnieri et al., 1980).

Actualmente, no existe un tratamiento efectivo para tratar el dafio y las secuelas
en los pacientes que padecen esta patologia aguda, sin embargo, todos
concuerdan en que la proteccion de la NVU es un componente esencial de la
terapia de un ACV. El endotelio cerebral es el primero en verse enfrentado al
dafio que genera una isquemia y reperfusion (Isg-R), las principales afectadas
son las CE que conformas la red vascular (Xiang et al., 2018). Algunos estudios
han apuntado a que las CE pueden jugar un rol importante en la fisiopatologia
de la isquemia cerebral (Wang et al., 2018) y han determinado que tratar
especificamente el endotelio cerebral no solo puede mejorar la disfuncién
endotelial sino también reducir la lesién parenquimatosa (Ridder et al., 2015;
Shi et al., 2017; Yang et al., 2019) y de esta forma reducir el dafio que ocasiona

esta patologia.

1.6.Isquemiay reperfusion en el cerebro.

La isquemia se define como la disminucion del flujo sanguineo en una zona
afectada, donde se genera una disminucién de nutrientes y oxigeno, mientras
que la reperfusibn o también llamada reoxigenacion vascular, es el
restablecimiento de la circulacion que propicia la llegada de sangre y nutrientes.
Ambas ocurren en el ACV, ocasionando una desregulacion en el cerebro y la
activacion de distintos mecanismos en respuesta al dafio generado (Soares et
al., 2019). En los primeros minutos de la isquemia, la reduccion del flujo

sanguineo cerebral desencadena una serie de eventos bioquimicos que causan



disfuncién metabolica, como la reduccion de la formacién de ATP, falla de la
bomba de Na-K-ATPasa, disminucion en el pH del tejido, despolarizacion de la
membrana, entrada de calcio a través de la activacion de canales de calcio
operados por voltaje y liberacion excesiva de aminoacidos excitadores
(glutamato) (Wahlgren & Ahmed, 2003). Al pasar un mayor tiempo de isquemia,
la activacion de los receptores de glutamato conduce a un aumento adicional
del calcio intracelular, la activacion de enzimas intracelulares como la
fosfolipasa, la 6xido nitrico sintasa, la proteasa, la endonucleasa y la oxidasa. El
tejido cerebral isquémico sigue una serie de eventos secundarios que incluyen
alteraciones vasculares, celulares y moleculares, donde la respuesta vascular a
la isquemia activa a las CE y regula al alza los leucocitos circulantes (Huang et
al., 2006). Ademas de las moléculas de adhesion, que incluye a las selectinas
E- (superficie endotelial), P- (superficie plaguetaria), L- (superficie leucocitaria),
ICAM-1 e integrinas (Zhang et al., 1998). Los leucocitos pueden viajar a través
de las CE al cerebro al interactuar con estas moléculas de adhesién y secretar
citoquinas proinflamatorias en el cerebro (Feuerstein et al., 1994; Zhang et al.,
2000). La respuesta inflamatoria aguda después de un ACV conduce a
interacciones entre plaguetas, leucocitos, linfocitos y células endoteliales que
son finalmente las responsables tanto de la lesiébn de la BHE como de la
infiltracion de células inmunitarias en el parénquima cerebral (Zhang et al.,
1998).

En la reperfusion, se reestablece el flujo sanguineo, esto ocurre de forma
turbulenta, por lo que produce estrés mecanico en el endotelio y genera dafio
en las CE. Ademas, la reoxigenacion genera alteraciones a nivel enzimatico que

aumentan la produccion de ROS, favoreciendo el estrés oxidativo.

Por lo tanto, la Isg-R cerebral es la responsable de las alteraciones que

favorecen la disfuncion de la BHE, la fuga de moléculas y células hacia el



cerebro, aumento del estrés oxidativo e inflamacion, causando edema y dafio
cerebral (Jung et al., 2010).

1.7.Estrés oxidativo en isquemiay reperfusion.

En un ACV existen muchos mecanismos que producen un aumento en los
niveles de ROS, que al estar en concentraciones elevadas causan estrés
oxidativo (McGarry et al., 2018), hay un desequilibrio entre las sustancias
prooxidantes y antioxidantes. Un ambiente celular prooxidante genera dafio
oxidativo (Saeed et al.,, 2007), ocurre oxidaciéon de moléculas biologicas,
incluidas el ADN, los lipidos celulares y las proteinas (McGarry et al., 2018),
dando como consecuencia una funcidon celular deteriorada y una viabilidad
celular disminuida (Apostolova & Victor, 2015; Kidwell et al., 2000; Li et al.,
2000; Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 2016).

Como son muchos los mecanismos de produccién de ROS, mencionaremos los
dos principales factores que favorecen el dafio oxidativo en esta patologia, la

hipoxia y la reoxigenacion.

1.7.1. Hipoxia.

La isquemia cerebral genera hipoxia a nivel celular, la cual se define como una
disminucion transitoria 0 permanente en el suministro de oxigeno a un nivel
insuficiente para mantener la funcién celular en una zona determinada del
organismo (McGarry et al., 2018; Saeed et al., 2007), en consecuencia, se
puede producir dafio tisular en la zona afectada (Brahimi-Horn & Pouyssegur,
2009).

Las células, en respuesta a la baja oxigenacion tisular activan los factores
inducidos por hipoxia (HIF) para mejorar la transcripcion de diversos genes,
algunos de estos implicados en la glucdlisis, la angiogénesis y la supervivencia
celular, lo que promueve la defensa contra el estrés por hipoxia (Kaelin &
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Ratcliffe, 2008). HIF es un complejo heterodimérico que se compone de una
subunidad o y una subunidad (3, estos en presencia de oxigeno 0 normoxia no
son capaces de formar el complejo debido a las proteinas dependientes de
oxigeno prolil-4-hidroxilasa (PHD) y factor inhibidor de HIF (FIH), que hidroxilan
la subunidad o en residuos de prolina y asparagina (Alizadeh et al., 2018). La
hidroxilacion por parte de la PHD da como resultado el reclutamiento de la
ubiquitina ligasa de la proteina E3 de von Hippel-Lindau y la degradacién
proteosOmica inmediata de HIF-1a y -2a (Epstein et al., 2001; Jaakkola et al.,
2001). Durante la hipoxia la oxigenacion disminuye, las proteinas PHD y FIH
son menos activas, generando HIF-a hipohidroxilado, que se acumula y
transloca al nucleo para formar el complejo HIF por dimerizacion con HIF-1p.
Posteriormente, HIF recluta a su coactivador p300/CBP y se une
especificamente a los elementos de respuesta a la hipoxia (HRE, por su sigla
en inglés), HIF cumple su rol como factor de transcripcion de una gran cantidad
de genes dependientes de HIF (Brahimi-Horn & Pouyssegur, 2009; Davis et al.,
2018; Lando et al.,, 2002). Dentro de las proteinas que se han descrito que
estan relacionadas con HIF, se encuentra el factor de crecimiento endotelial
(VEGF-A), transportadores de glucosa (GLUTs) y BCL2/BNIP3, relacionadas

con la angiogénesis, glicolisis y apoptosis, respectivamente.

El aumento de ROS en la condicion de hipoxia ocurre en las mitocondrias de las
células que estdn generando energia por fosforilacibn oxidativa. Las
mitocondrias generan ROS durante el curso de la fosforilacion oxidativa normal,
el rdpido movimiento de electrones a través de la cadena de transporte de
electrones de la membrana mitocondrial interna puede resultar en la fuga de
electrones que pueden formar Oz~ a través de la reduccion univalente de O3
(Drése & Brandt, 2012; Zorov et al., 2014). En condiciones normales, todos los
complejos de la cadena transportadora de electrones tienen los componentes

redox necesarios para generar ROS, siendo los complejos | y Il las principales
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fuentes en condiciones normales (Brown et al., 2010; Nickel et al., 2014).
Durante la hipoxia, las mitocondrias cambian la oxidacion de sustratos
relacionados con NAD (complejo I) a oxidacion de succinato (complejo II)
(Lukyanova et al., 2018), generando ROS cuando el complejo | / lll se inhibe o
las concentraciones de succinato son bajas (Quinlan et al., 2012). Este aumento
descontrolado de ROS también genera la inactivacion de PHD, favoreciendo

aun mas la estabilizacion de HIF-1a (Hamanaka & Chandel, 2009).

En diversos estudios se ha evaluado el dafio que produce la hipoxia en distintas
lineas celulares del cerebro, se ha determinado que las CE reaccionan mas
fuerte y rapidamente a la privacion de oxigeno que otras células cerebrales
como astrocitos y neuronas (Engelhardt et al., 2015), ademas reducen
significativamente su viabilidad e incrementan la apoptosis (Mata-Greenwood et
al., 2017).

1.7.2. Reoxigenacion.

La reoxigenacion generada por la reperfusion genera una produccion excesiva
de ROS (Granger & Kvietys, 2015). Por muchas décadas se ha estudiado las
posibles fuentes de ROS, se ha determinado que las méas probables en
contribuir estrés oxidativo inducido por reperfusion son la xantina oxidasa, la
NADPH oxidasa (Nox) (Brennan et al., 2009), las mitocondrias y la 6xido nitrico
sintasa (NOS) desacoplada. Estas estan presentes en la mayoria de los tejidos,
y asocia la produccion de ROS a la fuente predominante en un tejido, como la
xantina oxidasa en el tracto gastrointestinal y las mitocondrias en 6rganos
metabodlicamente activos como el corazén y cerebro. Sin embargo, todas
contribuyen en la produccion de ROS en menor o mayor medida, y
posiblemente estas también generan sefializacion y activacion de otras fuentes

de produccién de ROS
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1.7.2.1. Xantina oxidorreductasa (XOR).

Es una molibdoflavoenzima compleja que controla la hidroxilacion de la xantina
a &cido arico. En mamiferos existe dos formas interconvertibles de esta enzima,
xantina deshidrogenasa (XDH) y xantina oxidasa (XO), siendo la XDH la forma
predominante en el tejido sano. XDH usa preferentemente NAD* como aceptor
de electrones, mientras que XO usa Oz como aceptor de electrones terminal,
por lo que posee la capacidad de generar ROS. XO ha sido ampliamente
estudiado como fuente potencial de ROS en tejidos y cultivos celulares
expuestos a Isg-R, se han descrito efectos beneficiosos al inhibir la XO en
diferentes tejidos post isquémicos. La produccion de ROS depende de la
expresion y actividad que presenta XOR en cada tejido (Rowe et al., 1984). En
el cerebro no se ha mostrado una actividad XOR significativa, sin embargo, los
estudios inmunohistoquimicos han determinado niveles elevados de XOR en el
endotelio vascular de estos tejidos (Vickers et al., 1998). Por lo cual, este es un

posible mecanismo por el cual se genera ROS en una Isg-R cerebral.
1.7.2.2. NADPH oxidasa.

La familia Nox/Duox de NADPH oxidasas también se ha implicado en la
produccion de ROS en la reperfusion, donde las enzimas Duox y Nox-4
producen predominantemente peréxido de hidrégeno, mientras que las
isoenzimas restantes de Nox producen en gran medida superéxido (Brandes et
al., 2010). Si bien, los estudios indican que la NADPH oxidasa no es la mayor
fuente de ROS en el cerebro (Granger & Kvietys, 2015), las células fagociticas y
CE utilizan la enzima Nox-2 para generar ROS. Y se ha demostrado que las
NADPH oxidasas son una fuente importante de ROS en una variedad de
condiciones patoldgicas, incluida la Isg-R (Kahles & Brandes, 2013; Kleikers et
al., 2012; Lambeth et al., 2008).
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1.7.2.3. Mitocondrias.

Las mitocondrias han sido implicadas como una fuente importante de
produccion de ROS inducida por Isq-R en una variedad de d&rganos,
especialmente en aquellos que son metabdlicamente muy activos como el
corazén y el cerebro (Cardoso et al., 2015; Sanderson et al., 2013; Zorov et al.,
2014). Como se menciono antes, durante una isquemia disminuye la reserva de
NADPH mitocondrial, esto no se recupera con la reperfusion por lo que sigue
aumentada la produccién de ROS mitocondrial a causa de la inhibicion del

complejo I / 11l (Quinlan et al., 2012).
1.7.2.4. Oxido nitrico sintasa (NOS)

Existen 3 isoformas de NOS reconocidas, NOS neuronal (nNOS), NOS
endotelial (eNOS) y NOS inducible (iNOS) (Férstermann & Sessa, 2012), estas
generan o6xido nitrico (NO) a través de la oxidacion de L-arginina. NOS se
puede convertir en una enzima generadora de O2™ por un desacoplamiento de
esta misma, se reduce el NO celular y aumenta Oz~ (Alkaitis & Crabtree, 2012).
Esta conversién enzimética se ha implicado en la generacién de ROS inducida
por Isg-R, donde las mayores consecuencias patologicas se han visto en el
desacoplamiento de eNOS. Ademas, el estrés oxidativo genera la oxidacion del
cofactor BH4 de NOS a BH2 (Kietadisorn et al., 2012), BH2 puede ocupar el sitio
de union de BHs4 en NOS, provocando el desacoplamiento. Es decir, en
respuesta al estrés oxidativo NOS puede iniciarse un ciclo de retroalimentacion
positiva con la produccion de Oz~ generada por su desacoplamiento (Granger &
Kvietys, 2015). Algunos estudios han indicado que el Oz generado por la
xantina oxidasa (De Pascali et al., 2014) y la NADPH oxidasa (Siu et al., 2015)

también esta implicado en la oxidacién de BHa.
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1.8. Antioxidantes.

El estrés oxidativo se genera cuando existe una excesiva exposicion a
oxidantes y/o una capacidad antioxidante disminuida (Gonzalez-Mangado &
Morera Prat, 2001). Como se mencion0 antes, el estrés oxidativo generalmente
ocurre cuando hay altos niveles de ROS o radicales libres, los cuales son
moléculas cuya estructura atébmica presenta un electrén desapareado o impar
en el orbital externo, dandole una configuracibn que genera una alta
inestabilidad. Un mecanismo que tiene el organismo para combatir este estrés
oxidativo es utilizar moléculas antioxidantes, las cuales son moléculas capaces
de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas (Flora et al., 2015). Se
considera antioxidante a cualquier sustancia que en concentraciones normales
posea una afinidad mayor que otra molécula para interaccionar con un Radical
libre o ROS (Mayor Oxilia, 2010). Los antioxidantes pueden ser enzimaticos,
donde catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos que
reaccionan con los Radicales libres, o no enzimaticos que actian directamente
colisionando con él radical libre, cediendo un electrén, oxidandose vy
transformandose en un radical libre débil no toxico (Birben et al., 2012).
Ademas, los antioxidantes se clasifican en endogenos (se encuentran en el
organismo y son sintetizados por las células) y exdgenos (que ingresan a través
de la dieta). Dentro de los exdgenos tenemos vitaminas, como la vitamina A, C
y E, de las cuales hay evidencia clinico epidemiolégica de que hay un
beneficios al consumirlas, ya sea dietario o como suplemento (Coronado et al.,

2015; Villagran et al., 2019).

1.9.Vitamina C.

El antioxidante exdgeno soluble mas abundante en el cuerpo humano es la
vitamina C (Tu et al., 2017), el cual es un nutriente esencial en la fisiologia y
patologia humana por su gran efecto antioxidante. Esta vitamina esta presente

en todos los seres vivos (Mandl et al., 2009; Yang, 2013), la mayoria de los
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mamiferos pueden sintetizarla a partir de la glucosa a través de la via
hexurdnica que termina con la oxidacién de la gulonolactona en I-ascorbato por
la enzima gulonolactona oxidasa (GULO) (Munoz-Montesino et al., 2021). Sin
embargo, los humanos y algunas otras especies han perdido la capacidad de
sintetizar esta vitamina debido a varias mutaciones en el gen GULO, lo que
provoca el requisito obligatorio de obtener vitamina C de la dieta (Mandl et al.,
2009; Yang, 2013). La vitamina C es necesaria en muchos eventos fisiol6gicos,
incluida la homeostasis redox, la sintesis de neuropéptidos y colageno, la
desmetilacion de histonas, la desglicanacion de proteoglicanos y la regulacion
del factor de transcripcion inducible por hipoxia, en donde actia como cofactor
enzimatico de la enzima 2-oxoglutarato y Fe2+ dependiente de dioxigenasa que
favorecera la activacion de PHD (Linowiecka et al., 2020; Munoz-Montesino et
al., 2021).

La vitamina C estd presente en forma oxidada y reducida, el acido
dehidroascorbico (DHA) y el acido ascorbico (AA), respectivamente. EI DHA
presenta una vida media corta de aproximadamente 15 segundos (Rivas et al.,
2008), por lo que ingresa a las células y rdpidamente es metabolizado a AA por
reductasas. EI AA es sumamente efectivo contra peréxidos, hidroxilos,
peroxinitrilos y super oxido radicales (Carr & Frei, 1999). Ademas, posee el
beneficio de oxidarse parcialmente, generando acido semi-dehidroascorbico
gue es un radical libre que puede tanto aceptar como ceder electrones y
oxidarse aun mas hasta DHA. Esta propiedad quimica de oxidacion reversible
es la que respalda las propiedades biologicas que posee el AA (Villagran et al.,
2019).

En el cuerpo humano el AA posee una concentracion en el plasma de 30 a 60
MM (Capellmann et al., 1994), y en estudios de suplementacién se determiné
gue los humanos necesitan aproximadamente 60-100 mg de vitamina C al dia

para mantener estos niveles normales en plasma y tejidos (Levine et al., 2020).
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La concentracion en los tejidos varia segun su requerimiento de AA, incluso hay
algunos tejidos donde se puede encontrar 100 veces mas concentrado que en
el plasma (Rivas et al., 2008). En el cerebro, el AA alcanza concentraciones de
hasta 10mM, lo cual se asocia a que es un organo vulnerable a los aumentos
de ROS debido a la baja actividad de las enzimas antioxidantes de las neuronas
y las altas concentraciones de lipidos peroxidables, hierro y consumo de
oxigeno (Saeed et al., 2007), por lo cual, la vitamina C juega un rol esencial

como protector en las células cerebrales.

Para ingresar a la célula, tanto el DHA como el AA utilizan transportadores
(Figura 2), siendo los transportadores de la familia GLUTs los capaces de
transportar el DHA, especificamente las isoformas GLUT 1, 2, 3, 4, 8 y 10
(Corpe et al., 2013; Lee et al., 2010; Mardones et al., 2011; Michels et al., 2013;
Rumsey et al., 2000; Vera et al., 1993), y los co-transportadores sodio/AA de la
familia SVCTs los encargados de transportar al AA, SVCT1 y SVCT2 (Munoz-
Montesino et al., 2021; Rivas et al., 2008; Savini et al., 2008).
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A TRANSPORTADORES SODIO-VITAMINA C

B TRANSPORTADORES FACILITATIVOS DE GLUCOSA
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Figura 2.

(Modificado de Mufoz-Montesino et al.,

Transportadores de vitamina C

2021). A) Los transportadores

funcionales de vitamina C reducida (AA) que se han descrito en el cuerpo
humano son SVCT1 y SVCT2 (Rivas et al., 2008; Savini et al., 2008). B)
Mientras que para la vitamina C oxidada (DHA) es captada por 6 de 14

miembros de la familia de transportadores de glucosa, estos son GLUT1,
GLUT2, GLUT3, GLUT4, GLUT8 y GLUT10. (Corpe et al.,, 2013; Lee et al.,
2010; Mardones et al., 2011; Michels et al., 2013; Rumsey et al., 2000; Vera et

al., 1993)
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1.10. Transportadores de &cido ascorbico (SVCTs).

Como se menciono anteriormente, el AA es transportado por co-transportadores
de sodio/ascorbato o SVCTSs, estos pertenecen a la familia de transportadores
de solutos SLC23 donde se han descrito hasta la fecha dos miembros
funcionales, SVCT1 y SVCT2. Los genes que codifican SVCT1 y SVCT2 en
humanos son SLC23al y SLC23a2 respetivamente, estan ubicados en distintos
cromosomas Yy las proteinas que codifican tienen tamafios diferentes, 598
aminodcidos para SVCT1 y 650 aminoacidos para SVCT2 (Munoz-Montesino et
al., 2021), poseen una KM aparente para el AA de 100uM y 20uM
respectivamente (Godoy et al., 2007). Las proteinas SVCTs se expresan de
manera diferencial, SVCT1 es expresada en tejidos epiteliales donde controla la
homeostasis del acido ascérbico en todo el cuerpo, mientras que SVCT2 se
expresa mas ubicuamente, siendo funcionalmente activo en el cerebro, tejido
neuroendocrino, pulmén y otros organos (Gess et al., 2013; Rivas et al., 2008).
Con respecto a la presencia de estos transportadores en el cerebro, varios
estudios muestran la expresion de SVCT2 en neuronas, células gliales, células
de Schwann y células gliales del sistema nervioso periférico (Gess et al., 2013).
Si bien no existe en literatura evidencia de la presencia de los transportadores
SVCTs en las CMEC humanas, en nuestro laboratorio se caracterizO mediante
PCR tiempo real e inmunofluorescencia la expresion de SVCT1 y SVCT2 en
lineas celulares de endotelio cerebral humano (HBMEC) (Guzméan, 2004;

Inostroza et al., 2023)(datos no publicados).

En el afio 2011 un estudio de Gess y colaboradores determiné que al inducir
infarto cerebral a ratones ocluyendo la arteria cerebral media y post reperfusion,
aumentaban de manera significativa en los dias posteriores al infarto la
expresion del transportador SVCT2 en CE de cerebro (Gess et al., 2011). Este
aumento se intuye esta ocasionado por el aumento de estrés oxidativo que se

genera en la Isg-R, en que aumenta la demanda de AA para neutralizar
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radicales libres. Ademas, en el afio 2017 Salazar y colaboradores evaluaron
SVCT2 en distintas patologias cerebrales, y encontraron un aumento de la
expresion de SVCT2 en astrocitos en todas las patologias estudiadas. Este
aumento del transportador SVCT2 fue inversamente proporcional con los
niveles plasmaticos de AA, indicando que esta disminucién plasmatica se debe
a la entrada de AA por medio de los transportadores al cerebro para disminuir el

dafio oxidativo que esta ocurriendo a nivel cerebral (Salazar et al., 2018).

Todos estos resultados apuntan a que en condiciones patoldgicas existe un
aumento de uno de los transportadores SVCTSs con el fin de compensar el dafio
oxidativo generado. Como se menciond antes, en un ACV se genera dafio y
muerte en las células que componen la NVU ocasionado por los altos niveles de
ROS que genera la Isg-R, una de las principales afectadas son las CE que
conformas la red vascular (Xiang et al., 2018). Por lo que nace la inquietud de
saber si al igual que en las otras lineas celulares, las HBMEC puedan

compensar el dafio aumentando SVCTs.

1.11. Antecedentes de terapias con vitamina C.

A lo largo de las décadas, se ha analizado el efecto de la vitamina C en
diversas patologias relacionadas con el estrés oxidativo, patologias tanto
cronicas como agudas. Se ha determinado que el impacto moderado que
genera la vitamina C es debido a su biodisponibilidad oral limitada y su rapida
eliminacion (Chang et al.,, 2020). Debido esto, los estudios han apuntado a
tratamientos parenterales, para lograr las concentraciones necesarias en
sangre para generar algun efecto significativo en los pacientes. Sin embargo,
esto aun sigue siendo un tema controversial debido a los diversos resultados
gue se reportan sobre los efectos que la vitamina C estaria ejerciendo en cada

enfermedad, donde algunos afirman efectos benéficos y otros efectos dafiinos.
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Centrandonos en las patologias que afectan al cerebro y a la BHE, existen
estudios clinicos retrospectivos de caso control de pacientes con ACV, donde al
administrarles 1000 mg diarios no observaron efectos significativos entre los
pacientes tratados y no tratados (Rabadi & Kristal, 2007). Por otro lado, un
meta-analisis del 2013 determin6 que existen relaciones inversas significativas
entre la ingesta dietética de vitamina C, la vitamina C circulante y el riesgo de
ACV (Chen et al., 2013). También, un estudio de Chang y colaboradores del
2016 afirma que las dosis supra fisiologicas de AA pueden tener un uso
terapéutico en cuidados intensivos (Chang et al., 2016). En estudios clinicos
mas recientes, se ha demostrado que la vitamina C mejora la sobrevida de

pacientes con traumatismo craneoencefélico (Macias Limon et al., 2021).

En estudios preclinicos, Dhar-Mascarefio y colaboradores en el afio 2005,
concluyo que la vitamina C previene la hipoxia y el dafio inducido por esta en el
endotelio humano, los resultados indicaron que el AA intracelular protege a las
CE de la apoptosis inducida por hipoxia y reperfusion, al prevenir la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial y la activacién de las caspasas 3 y 9,
ademas de anular el aumento de ROS (Dhar-Mascarefio et al., 2005). Mientras
gue Ferrada y colaboradores en el aflo 2020, encontraron que el tratamiento in
vitro con 200 uM de AA en un ambiente con altos niveles de estrés oxidativo
regula la expresion de genes pro y anti apoptoticos, pero que al oxidarse en las
neuronas, induce alteraciones morfolégicas que activarian la via necroptotica,

sugiriendo que la vitamina C induce necroptosis (Ferrada et al., 2020).

Por otro lado, en distintos estudios preclinicos in vivo se ha evidenciado
beneficios al administrar tratamientos con vitamina C. En 1998, se report6
efectos de la vitamina C en estudios con monos Maccaca radiata, donde se les
administré 2g de AA por via parenteral e inmediatamente despues se les
efectué un ACV ocluyendo su arteria cerebral media por 4 horas, los resultados

indicaron un tamafo medio del infarto significativamente menor en los monos
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pre tratados con AA en comparacion con los tratados con placebo (Henry &
Chandy, 1998). También en el 2015 se probd el AA como tratamiento posterior
a un ACV en ratas, encontraron que el AA reducia significativamente la
permeabilidad de la BHE y el edema cerebral en comparacion con animales
control. Por lo que concluyeron que el tratamiento agudo con AA puede
considerarse un candidato util para complementar del tratamiento actual que se
utiliza para la isquemia cerebral (Allahtavakoli et al., 2015). También se ha
demostrado que en ratas, la administracion parenteral de vitamina C mejora
significativamente los déficits neurologicos, reduce el infarto y edema cerebral
ocasionados por un ACV, reduce las respuestas inflamatorias, las alteraciones
en la BHE y la apoptosis neuronal. Sugiriendo que la administracion parenteral
de vitamina C tiene potencial como agente adyuvante junto a los tratamientos

ya existentes en el tratamiento agudo del ACV isquémico (Chang et al., 2020).

Si bien, hay muchos estudios tanto preclinicos como clinicos que evaltan el
efecto de la vitamina C, no se encontré en literatura estudios recientes que
evalien los transportadores de AA o DHA con respecto al rol que estan
cumpliendo en la patologia. Si bien se sabe que estos se expresan de manera
fisiologica, es importante evaluar que ocurre con ellos en la fisiopatologia, ya
gue de estos depende finalmente la entrada de la vitamina C a las células y los

posibles efectos que pueda ejercer a nivel intracelular.
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2. PROPUESTA DE INVESTIGACION

El presente proyecto se fundamenta en el problema generado por el accidente
cerebrovascular, enfermedad que constituye la segunda causa de muerte en
Chile y la principal causa de invalidez adquirida en el adulto, y que debido al
envejecimiento de la poblacion se encuentra en incremento continuo.
Actualmente no posee un tratamiento capaz de revertir el dafio causado por el
estrés oxidativo que ocasiona la isquemia y reperfusion, provocando la alta tasa
de mortalidad y nUmero de pacientes con secuelas permanentes. Los niveles de
muerte celular dependen de la gravedad del accidente cerebrovascular, dentro
de las células afectadas por esta falta de oxigeno se encuentran las células
endoteliales que conforman la red vascular. Se ha demostrado que tratandolas
especificamente en un accidente cerebrovascular se puede mejorar la
disfuncion endotelial y asi disminuir los dafios que esta patologia conlleva.

La vitamina C al ser un potente antioxidante es capaz de contrarrestar los altos
niveles de estrés oxidativo en el organismo. Esta vitamina se encuentra en altas
concentraciones en el cerebro, por consiguiente, los transportadores SVCTs de
acido ascorbico podrian jugar un rol fundamental en patologias a nivel cerebral
con altos niveles de agentes oxidantes como los accidentes cerebrovasculares.
Un marcado aumento en el potencial antioxidante podria ser una posible terapia
para tratar un ACV, asi como otras enfermedades neurovasculares. En nuestro
equipo de investigacién, utilizamos un modelo de barrera hematoencefalica in
vitro conformado por células HBMEC. Caracterizamos la expresion de estos
transportadores de vitamina C y determinando que estas células captan
vitamina C y expresan endégenamente SVCT1y SVCT2.

En la actualidad no existe literatura que compruebe si al igual que ocurre en
ratones, alguno de los transportadores SVCTs aumenten su expresion en el
endotelio cerebral humano bajo una condicion de isquemia y reperfusion

generada por un accidente cerebrovascular. Tampoco se ha estudiado el
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posible efecto de administrar vitamina C como terapia para contrarrestar
especificamente el dafio en las células endoteliales y en los diferentes tipos

celulares que conforman el parénquima de cerebro humano.

Estas aristas nos hacen plantear las preguntas: ¢Los transportadores SVCTs
de las células endoteliales de cerebro humano aumentan su expresion
posterior a una isquemia y reperfusion? Y si es asi, ¢Qué efecto tendra un
tratamiento con vitamina C sobre las células endoteliales de cerebro

humano posterior a laisquemiay reperfusion?
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3. HIPOTESIS

El estrés oxidativo ocasionado por la isquemia y reperfusiébn de un accidente
cerebrovascular provocara el aumento de la expresién de los transportadores
de acido ascérbico SVCTs para favorecer la entrada de vitamina C al medio
intracelular de las células endoteliales microvasculares de cerebro humano,
contrarrestando asi el estrés oxidativo. La administracion de vitamina C
favorece un aumento del potencial antioxidante, el cual revierte el dafo
oxidativo y la muerte celular producida por la isquemia y reperfusion en células

endoteliales microvasculares de cerebro humano.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad de la vitamina C para disminuir el dafio oxidativo y la
muerte celular causada por isquemia y reperfusion en un modelo in vitro de

células endoteliales vasculares de cerebro humano.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer un modelo de isquemia y reperfusion in vitro con linea celular
HBMEC

2. Evaluar niveles de ROS, muerte celular y expresion de transportadores de
vitamina C en HBMEC sometidas a isquemia y reperfusion.

3. Determinar efecto de Vitamina C sobre altos niveles de ROS y muerte

celular inducida por isquemia y reperfusion en HBMEC.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Cultivo Celular.

Se utilizo la linea celular inmortalizada HBMEC (human brain microvascular
endothelial cells), estas células adherentes al ser diferenciadas de 12 a 14 dias
llegan a un plateau de proliferacion y comienzan a expresar en su superficie
proteinas de uniones ocluyentes o estrechas, lo cual es una de las principales
caracteristicas de las células endoteliales de la barrera hematoencefalica. Los
cultivos celulares fueron cultivados en medio RPMI 1640 con 25 mM Hepes (pH
7.4), 10% (v/v) suero bovino, 1 mM piruvato de sodio, 2 mM L-glutamina, 1%
(v/v) aminoacidos no esenciales MEM, 1% (v/v) vitaminas MEM vy
penicilina/estreptomicina (100 U/ml). Los cultivos fueron mantenidos a 37°C en
una atmosfera humidificada con 5% CO2. Para este estudio se utilizaron
HBMEC postconfluentes diferenciadas por 12-14 DIV.

6.2.Modelo de isquemia y reperfusion.

El modelo utilizado de isquemia y reperfusion para este estudio estuvo
constituido por dos grandes factores de la isquemia cerebral: la falta de glucosa
y la hipoxia. Se utilizaron células diferenciadas, a las cuales al momento de
comenzar el experimento se les cambié el medio sin glucosa para luego
someterlas a la hipoxia.

Para generar la hipoxia se utilizo un modelo de hipoxia in vitro (Mata-
Greenwood et al., 2017; Zhu et al., 2010), en el cual se ocup6 una camara de
hipoxia (Stem Cell Technologies)(Sagrillo-Fagundes et al., 2018). En esta
camara fueron depositadas las placas de cultivo celular, posteriormente se
cerr6 herméticamente y se conectd a un tanque de gas 1%02; 5%COz2; 94%Nz2,
se hizo fluir el gas a 40mmHg por 2 minutos, desplazando el oxigeno ambiental
y dejando en el interior de la camara un ambiente de hipoxia. Luego de esto se
dejo la camara incubando a 37°C por el tiempo necesitado.
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Para generar la reperfusion, luego de incubar las células en isquemia, se
sacaron las placas de la camara de hipoxia y rapidamente se les administro
medio con glucosa. Como control positivo de isquemia se trataron células en

normoxia con 700uM de CoClz en medio de cultivo sin glucosa.

6.3. Estandarizaciéon de Cloruro de Cobalto.

Se utilizé el cloruro de cobalto (CoClz) como control positivo de los
experimentos de hipoxia, ya que es un competidor de hierro que comunmente
se utiliza en los estudios para efectuar hipoxias quimicas (Davis et al., 2018;
Sethi et al., 2018).

Para determinar en qué concentraciones y tiempos de incubacién usar el CoClz,
se efectuaron curvas de citotoxicidad con ensayos de MTT. Se probaron los
rangos de concentracion de 0 a 10.000 uM y tiempos de incubacion de 6, 12 y
24 horas.

6.4. Tratamiento de Acido Ascorbico.

Para evaluar el efecto de la vitamina C sobre muerte celular y niveles de ROS,
se hicieron tratamientos con AA: 200uM y 1000uM. Ambas concentraciones
fueron administradas directamente al cultivo celular a las 2 horas de
reperfusion, luego de dar el tratamiento, las células fueron incubadas en
condiciones normales (37° 5%CO2). Finalmente, las muestras fueron evaluadas
a las 3y 24 horas de tratamiento (5 y 26h de reperfusion). Se utilizaron control

células en condiciones de normoxia y células sin tratamiento de AA.

6.5. Evaluacion de Viabilidad.

Posterior a someter los cultivos a las distintas condiciones de hipoxia, isquemia
y reperfusion, se evalud la viabilidad celular mediante dos técnicas diferentes,

por ensayo de exclusion azul de tripan y por MTT.
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6.5.1. Ensayo de exclusién con azul de tripan.

El azul te tripan es un colorante derivado de la toluidina capaz de teiiir solo las
células muertas, ya que no puede penetrar a las células vivas con membrana
integra.

Para este ensayo se utilizaron cultivos en placa de 12 pocillos, luego de
someter las muestras a la condicién de estudio, se procedid a tripsinizar las
células, luego se agregé medio completo (con suero bovino) y se re-suspendi6
para luego tomar una alicuota representativa. La alicuota se mezcl6é con azul de
tripan 0,4% (p/v) en la proporcion 1:1, se sembro en una camara de neubauer y
se procedi6 a contar en el microscopio la cantidad de células vivas y muertas en

cada muestra.

6.5.2. Ensayo MTT.

MTT este es un ensayo colorimétrico que evalla la actividad metabdlica celular
(Stockert et al., 2018), que en condiciones definidas es indicador de viabilidad,
proliferacion y citotoxicidad celular. El ensayo se basa en la reduccion de la sal
tetrazolio amarilla (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o
MTT) a cristales de formazan de color morado por las células metabdlicamente
activas.

Se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos, posterior al tratamiento al cual se
sometieron las células, se procedié a aspirar el medio y adicionar 100uL de
MTT [1mg/mL] por pocillo, la placa se dej6é incubando por 4h a 37°C. Pasado el
tiempo de incubacién, se aspiré el sobrenadante y se solubilizaron los cristales
de formazan obtenidos con 100 pL de isopropanol, se agitd por 15 min y

finalmente se ley6 en el espectrofotdmetro a 570nm.

6.6. Extraccion de Proteinas.

Se utilizaron placas de cultivo de 12 pocillos, posterior a los tratamientos de las

células, rdpidamente se dejo las placas en hielo y se aspir6 el medio, se lavd
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con PBS frio y se adicion6 400 pL de buffer ripa (Thermo Fisher Scientific) méas
inhibidores de proteasas (1:50) (Thermo Fisher Scientific), con un escrapeador
se rasparon las placas y se colectaron las muestras.

Para obtener extracto de proteinas nucleares, se centrifugd las muestras a
13.000 rpm por 1 minuto a 4°C, el sobrenadante obtenido correspondié a las
proteinas citosodlicas, el pellet se re-suspendié en buffer C (20%glicerol; 20mM
Hepes ph7,9; 420 mM NaCl; 1,5 mM MgCI2; 0,2 mM EDTA) y con ayuda de un
homogeneizador DOUNCE, posterior a esto se incubd en hielo por 30 minutos.
Luego se centrifugd a 13.000 rpm por un minuto a 4°C y el sobrenadante
obtenido corresponde a las proteinas nucleares. Todas las muestras proteicas

extraidas se mantuvieron a -80°C hasta su uso.

6.7.\Western Blot.

De cada muestra de proteinas se denaturaron 50ug con buffer de carga y se
separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 7%. Luego se
transfirieron a una membra de PVDF y se efectud la inmunodeteccion. Se
utilizaron los anticuerpos primarios anti HIF-a (R&D Systems) y anti HDAC
(Santa Cruz Biotechnology). Y los anticuerpos secundarios acoplados a Alexa-
699 y Alexa-799 (Jacson laboratories) para revelar las proteinas estudiadas.
Las membranas fueron escaneadas con el equipo LI-COR BIOSCIENCES vy

cuantificadas con el programa Fiji.

6.8.Inmunofluorescencia.

La evaluacion de la integridad de la barrera endotelial formada por HBMEC y la
expresion de los trasportadores de vitamina C se efectu6 mediante
inmunofluorescencia.

Las HBMEC diferenciadas se fijaron en p-formaldehido al 4% durante 30 min a
temperatura ambiente y se lavaron con PBS (pH 7,4). Las células fijadas se

incubaron durante 30 min en PBS que contenia albumina de suero bovino al
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1%, se permeabilizaron las muestras con 0,1% tritén (TX) en PBS por 5 minutos
y se incubaron con anticuerpos primarios, los cuales fueron anti ZO-1
(USBiological), anti SVCT1 (Santa Cruz Biotechnology), anti SVCT2 (Santa
Cruz Biotechnology) y anti GLUT1 (Abcam). Posteriormente las células se
lavaron 3 veces con PBS y se incubaron durante 2 h con anti-lgG conjugado
con FITC, CY3 y CY5 (DAKO). Finalmente, las muestras fueron lavadas y
montadas con Vectashield + DAPI (Vector Laboratories) y observadas bajo un

microscopio multifoton espectral (LSM780 Zeiss).
6.9.RT-qPCR.

Se evalud por RT-gPCR los niveles relativos de ARNm de los transportadores
de vitamina C. La extraccion del ARN total se efectud con el kit Absolutely RNA
Miniprep Kit Catalog #400800 (Agilent). La expresion relativa de ARNm fue
cuantificada a través del método de RT-gPCR en un equipo Agilent
Technologies AriaMx Real Time PCR system). La pureza e integridad de las
muestras de ARN fueron verificadas por medicion de la relacion de absorbancia
260/280 nm, donde la relacion de absorbancia debe ser > 2.0 a 260/280 nm.

Para PCR, la mezcla de reaccién se prepar6 15 ul por muestra, la cual contenia
7,5 yl de 2X mezcla maestra Brilliant 1l SYBR Green QRT-PCR, 200 nM de
partidor sentido y anti-sentido, 0,3 ul transcriptasa reversa (RT) y H20 libre de
nucleasas para ajustar el volumen final. Posteriormente se agregé 100 ng de
ARN experimental a cada reaccién. Las condiciones de RT-gPCR fueron para la
transcriptasa reversa 50°C por 30 minutos, luego la inactivacion de la enzima a
95 ° C por 10 minutos. Seguidos de 40 ciclos de 95° C durante 30 s y 60° C por
1 minuto, seguido de un programa de curva de melting predeterminado en el
equipo. La expresion relativa de ARNm fue normalizada con la expresion del
ARNm de [ actina. Los partidores que se utilizaron fueron: 5'-
CTGCTCATCAACCGCAAC-3' 5-CTTCTTCTCCCGCATCATCT-3' (GLUT1), 5'-
GCCTTGCTTTCATACTTGAC-3' 5-TGGAAGACATGTCACTGTTG-3’ (SVCTL),
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5-AACTGCTATGTTTGTAGGGG-3’ 5-CAAATTGTACGACTCCATGC-3
(SVCT2) y 5-ATTGCCGACAGGATGCAGAA-3’ 5-CGCTCAGGAGGAGCAAT
GAT-3’ (B-actina).

6.10. Citometria de flujo.

Los efectos de la isquemia, reperfusion y vitamina C sobre la muerte celular y
los niveles de ROS se evaluaron mediante citometria de flujo.

Se utilizé el kit CelROX™ Green Flow Cytometry Assay Kit (invitrogen) para
evaluar ROS, el cual es un reactivo permeable a las células y no fluorescente
mientras esta en el estado reducido, al reaccionar con ROS este se oxida y
muestra una intensa sefial fluorogénica que tiene una absorcion/emision
maxima de 508/525 nm. También se utilizé el marcador Zombie NIR™ Fixable
Viability (BioLegend) para muerte celular, el cual es una tincion fluorescente
reactiva con aminos, no permeable a las células vivas, pero si con membranas
comprometidas proporcionando una sefial que tiene una absorcion/emision
maxima de 633/746 nm.

Las muestras fueron analizadas por el citometro de flujo BD LSRFortessa X-20

y los datos obtenidos fueron analizados con el programa FLOWJO.

6.11. Andlisis Estadisticos.

Los resultados fueron graficados como promedio + error estandar. El analisis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via y ANOVA de dos vias. Se
consideraron valores estadisticamente significativos: *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p
< 0.001. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad
Prism (GraphPad Prism, Ca, USA).
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7. RESULTADOS

7.1.Establecer un modelo de isquemiay reperfusion in vitro con linea
celular HBMEC
7.1.1. Modelo de BHE in vitro con células HBMEC.

Para comenzar la investigacion, se gener6 un modelo de barrera
hematoencefalica in vitro con la linea celular HBMEC, a estas se le evaluo la
proliferacion cultivando las células por DIV con la finalidad de corroborar su
diferenciacion (Figura 3A), contamos el nimero de células mediante el ensayo
de exclusién de azul de tripdn a los 3, 5, 7, 10, 12 y 14 dias en cultivo, y
observamos que las células HBMEC proliferan hasta llegar a un plateau a los
10 DIV gue se mantiene en los dias posteriores. Ademas, evaluamos la
viabilidad de las HBMEC (Figura 3B), donde fue posible observar que se
mantiene la viabilidad constante tanto en los dias de proliferacion como en los

dias de plateau, sin ser afectada por el prolongado tiempo en cultivo in vitro.
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Figura 3. Proliferacion y viabilidad de células HBMEC.

Se evaluo la proliferacion y viabilidad celular mediante ensayo de exclusion con
azul de tripan. A) Proliferacion de HBMEC y B) la viabilidad de HBMEC desde 3
hasta 14 DIV. Los datos son presentados como millébn de células/centimetro
cuadrado. Los resultados muestran el promedio * la desviacion estandar de
determinaciones realizadas en triplicado. Las células HBMEC en cultivo
proliferan de manera exponencial hasta los 10 DIV, donde llegan a un plateau

gue se mantiene en los DIV posteriores, manteniendo siempre su viabilidad alta.
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7.1.2. Deteccion de la proteina ZO-1 en HBMEC.

Para controlar la diferenciacion de las células endoteliales cerebrales, se evalud
la expresion de la proteina zonula ocluyente 1 con la técnica de
inmunofluorescencia (Figura 4), ZO-1 es una de las principales proteinas que
conforma las uniones estrechas en la barrera hematoencefalica. La figura
presentada muestra la comparativa entre las células HBMEC con 4, 8 y 12 DIV.
Donde se aprecia un aumento de la expresion de la proteina ZO-1 (en verde), a
medida que aumentan los DIV (Figura 4A). Cuantificamos la intensidad relativa
de le expresion de ZO-1 (Figura 4B), encontramos que a los 8 DIV y 12 DIV
aumenta significativamente la expresion de la proteina con respecto a la
expresion de la proteina a los 4 DIV (p: <0,05 y p: <0,0001, respectivamente).
Ademas, la expresion de ZO-1 a los 12 DIV es significativamente mayor que a
los 8 DIV (p: <0,01).
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Figura 4. Expresion de proteinas de uniones estrechas en HBMEC

diferenciadas.

Expresion de la proteina ZO-1 a los 4, 8 y 12 DIV. A) Expresion por

Inmunofluorescencia de la proteina ZO-1 (verde), proteina de uniones estrechas
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que indica diferenciacion de HBMEC. En la fila superior se muestra HBMEC con
4 DIV, en la fila del centro HBMEC con 8 DIV y en la fila inferior HBMEC con 12
DIV. La figura muestra un aumento de la expresion de la proteina ZO-1 en
células HBMEC al pasar los DIV. Nucleos marcados con dapi (azul). Barra de
magnificacion de 50 puM. B) Intensidad relativa de ZO-1 en HBMEC. Se observa
un aumento significativo en el transcurso de los DIV de la expresion relativa de
Z0O-1 (ANOVA p: <0,0001, s).
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7.1.3. Estandarizacion del cloruro de cobalto en HBMEC.

Para implementar un modelo de isquemia y reperfusion, utilizamos como control
positivo de hipoxia tratamientos con CoCl.. El cloruro de cobalto es
ampliamente utilizado en variados estudios como un inductor de hipoxia
quimica, esto debido a que es capaz de competir con el hierro y de esta forma
hipoactiva a PHD permitiendo que HIF1-a se estabilice al no ser hidroxilado y
degradado. (Brahimi-Horn & Pouyssegur, 2009; Davis et al., 2018; Lando et al.,
2002).

Mediante ensayos de MTT determinamos la concentracion de CoCl. a utilizar
en los tratamientos con HBMEC, buscando que generara un efecto sobre la
viabilidad celular similar al que ocurre en una hipoxia cerebral. Lo primero que
se evaluo fue el tiempo de incubacion con CoClz, donde realizamos curvas de
dosis-respuesta de viabilidad en funcion de la concentracion sobre HBMECI, y
estudiamos los tiempos de incubacion 6, 12 y 24h a concentraciones crecientes
de 0, 100, 200, 300, 500 y 1.000pM respectivamente (Figura 5A). En los
resultados se observé que tanto el tratamiento por 6h como de 12h de
incubacion en concentraciones crecientes de CoCl: no se vio afectada la
viabilidad de las células HBMEC, mientras que disminuyo significativamente al
incubar por 24h (p: 0,0001) la viabilidad de las HBMEC con concentraciones
iguales o mayores a 500 uM de CoCl.. Posteriormente evaluamos el efecto del
CoClz sobre la viabilidad de las HBMECI. Para lo cual tratamos las células por
24h con CoCl2z (0-1.000 pM) (Figura 5B). Encontramos que a partir de los 500
UM de tratamiento con CoClz disminuye de manera significativa la viabilidad
celular (p: <0,0001). Finalmente, se determin6 el LD50 del cloruro de cobalto en
HBMEC diferenciadas con las concentraciones crecientes de CoCl2 (0-10.000
uM) (Figura 5C). La curva obtenida dio como resultado un LD50: 1997 + 228
UM (R2: 0,9892, p: 0,3200).
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Figura 5. Efecto del cloruro de cobalto en la viabilidad de HBMEC.

Con el fin de utilizar un control positivo de hipoxia, evaluamos la viabilidad de
HBMEC por ensayo de MTT tratadas con distintas concentraciones y tiempos
de incubacion con CoCl: (hipoxia quimica), evaluando su viabilidad con
ensayos de MTT. A) Curvas dosis-respuesta del tratamiento con CoClz (0-1000
pM, incubado por 6, 12 y 24h). Observamos que no hay grandes diferencias en
la viabilidad con tratamiento con CoCl: de 6 como de 12h, mientras que el tto
por 24h comienza a disminuir la viabilidad en funcion de la concentracion
(ANOVA p: <0,0001, s). B) Comparacién del efecto de CoClz (tto por 24h) en la
Viabilidad de HBMECi en funcion de su concentracion. A partir de los 500uM
disminuye la viabilidad de HBMEC (ANOVA p: <0,0001, s). C) Curva de
viabilidad en funcién a concentracion de CoClz (tto por 24h) sobre HBMEC
diferenciadas para obtener el LDso de CoClz, donde se determiné que 1997 +
228 UM disminuyen la viabilidad al 50% (R?: 0,9892, ANOVA p: 0,3200, ns).
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7.1.4. Efecto de hipoxia en HBMEC.

Con el modelo de BHE implementado, procedimos a establecer el modelo de
isquemia y reperfusion, para esto primero determinamos la cantidad de horas
que se debian someter las HBMEC a un estado de hipoxia para obtener un
dafio comparable con el de una isquemia y reperfusion cerebral. Esta
determinacién se hizo mediante ensayos de exclusion de azul de tripan,
sometimos a las células a un ambiente hipoxico con una camara de hipoxia y
probamos diferentes tiempos de hipoxia (2 - 48h) (Figura 6). Pasado cada
tiempo de hipoxia determinamos el numero de células por cm? que
comparamos con su control de células en normoxia (Figura 6A). De la figura 9A
determinamos que a partir de las 24 horas de hipoxia existia una diferencia con
respecto a su control en la viabilidad de las HBMEC, pero el resultado no fue
significativo (p: 0,0664). Para poder comparar cada hora de hipoxia entre si, se
normalizé cada experimento con su respectivo control de normoxia, obtuvimos
el nimero de células por cm? del control como el 100% y a partir de eso
calculamos el porcentaje de las células en hipoxia: ((N° células en hipoxia/ N°
células en normoxia) x100) (Figura 6B). Los resultados indican una disminucién
en el porcentaje estadisticamente significativa a las 12 y 24 h de tratamiento
con hipoxia de un 71% y 41% respectivamente (p: <0,0001) (Figura 6B).
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Figura 6. Efecto del tratamiento con distintos tiempos de hipoxia sobre

las células HBMEC.

Para determinar el tiempo adecuado de hipoxia en el modelo de isquemia y
reperfusion, evaluamos con el método de exclusibn de azul de tripan la
diferencia en el niumero de células entre la condicién de hipoxia con respecto a
su control normoxia por distintos tiempos. A) Comparacion del nidmero de
células HBMEC tratadas. Los resultados indican que no hay gran diferencia en
el nimero de células (ANOVA p: 0,0664, ns). B) Comparacion del numero de
células a distintitos tiempos de hipoxia normalizado con su respectiva condicion
de normoxia (hx/nx*100). Al normalizar los datos se obtuvo que a las 12 y 24h
hay mayor disminucion de células vivas, 71% y 41% respectivamente (ANOVA

p: <0,0001, s).
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7.1.5. Expresion de HIF1-a en modelo de HBMEC sometidas a

isquemiay reperfusion.

Utilizando el modelo de hipoxia establecido en el punto 7.1.4. se generd el
modelo de Isg-R y confirmamos que este induce la estabilizacion de HIF1-a.
Esto se determind utilizando cultivos celulares de HBMEC de 14DIV, a los
cuales se sometié a una isquemia de 24 horas y posterior a esto se efectud la
reperfusion, luego tomamos muestras de 0, 5 y 26 horas post reperfusion.
Ademas, evaluamos a las 5 y 26h post reperfusion el efecto del tratamiento con
AA sobre la expresion de HIF1-a, para ello administramos 200uM de AA a las 2
horas post reperfusion, obteniendo muestras tratadas con AA por 3y 24 horas.
A cada muestra se les extrajo proteinas rapidamente y se prepard el extracto
proteico nuclear. Las muestras fueron evaluadas mediante western blot, usando
como control negativo cultivos en normoxia y como positivo cultivos tratados
con 700 pM de cloruro de cobalto (Figura 7). En el western blot detectamos con
la proteina HIF1-a a los ~115 y ~45 kDa (Figura 7A), la proteina de mayor
peso corresponde a la proteina que transloca al nucleo para unirse a HRE. La
proteina HDAC de ~65 kDa se utiliz6 como control de carga de proteinas
nucleares.

La imagen obtenida del western blot fue analizada con el programa Fiji, que nos
permitié cuantificar y normalizar las bandas obtenidas de HIF1-a con respecto a
la banda correspondiente a el control HDAC. Al comparar la expresion relativa
de las muestras con el control (Nx) observamos un aumento de la expresion de
HIF1-a de mayor peso molecular (115kDa) a las 0 y 5h de reperfusion, que
posteriormente disminuyd su expresion a las 26h de reperfusiéon (Figura 7B), no
fue posible detectar un aumento de la expresion de la proteina en el control
positivo (Co). Por otro lado, encontramos que la expresion relativa de HIF1-a de

~45 kDa se mantiene casi constante en todas las condiciones estudiadas.
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Ademas, comparamos las muestras de 5h de reperfusién con y sin tratamiento
de AA y encontramos una menor expresion relativa de HIF1-a de 115 kDa con

el tratamiento de AA (Figura 7).
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Figura7. Expresion de proteina HIF1-a post isquemiay reperfusién.

Para corroborar el estado de hipoxia evaluamos la expresion de HIF1l-a. A)
Western blot de extractos de proteinas nucleares de HBMEC post isquemia y
reperfusion, la imagen muestra la presencia de una banda a los 45 kDa en
todas las condiciones analizadas, también se observa la presencia de una
banda de 115 kDa en los tratamientos con 0 y 5h de reperfusiéon. B) El grafico
muestra la cuantificacion de las bandas obtenidas en la figura A, normalizada
con la sefal para HDACL1 (proteina nuclear). Control negativo: normoxia (Nx),

control positivo: cobalto (co).
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7.1.6. Disfuncion endotelial posterior aisquemiay reperfusion.

Finalmente, para establecer el dafio que generd nuestro modelo de isquemia y
reperfusion sobre el modelo de endotelio cerebrovascular, evaluamos mediante
inmunofluorescencia la integridad del endotelio o BHE analizando la expresion
de la proteina de unién estrecha ZO-1 (Figura 8).

Para ello, cultivamos las células por 14 DIV y posterior a esto procedimos a
someter las células a un estado de isquemia por 24 horas, posteriormente
hicimos la reperfusion e inmediatamente efectuamos una inmunofluorescencia

utilizando el anticuerpo anti ZO-1 (Figura 8).

Con las imagenes obtenidas comparamos las células en condiciones de
normoxia con respecto a las células post isquemia de 24h y reperfusion a
tiempo Oh. Encontramos una disminucion de la expresion de ZO1, indicando
posible dafio en las células y por ende disfuncién endotelial en la barrera
formada por HBMEC (Figura 8).
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Figura 8. Disminucion de la expresion de la proteina de uniones

estrechas ZO-1 post isquemiay reperfusion.

Mediante inmunofluorescencia evaluamos le expresion de la TJP ZO-1 en
HBMEC postconfluentes y sometidas a isquemia de 24h (Oh de reperfusion). En
la fila superior se muestra la condicion control (normoxia), y en la fila inferior la
condicion post Isg-R. la imagen muestra una marcada disminucién de la
expresion de la proteina ZO-1 (verde) post Isg-R. Nucleos marcados con dapi

(azul). Barra de magnificacién de 50 uM
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7.2.Evaluar niveles de ROS, muerte celular y expresion de
transportadores de vitamina C en HBMEC sometidas a isquemia y

reperfusion.

7.2.1. Expresién de transportadores de vitamina C SVCT2y GLUT1

posterior aisquemiay reperfusion en HBMEC postconfluentes.

Para evaluar los efectos de la isquemia y reperfusion sobre la expresion de
transportadores de vitamina C en HBMEC se efectué una inmunofluorescencia
(Figura 9) de células con 14 DIV sometidas a isquemia por 24 horas, pasado el
tiempo se hizo la reperfusién e inmediatamente se fijaron las muestras con PFA
4% (reperfusion tiempo Oh).

Evaluamos la expresién y localizacion de GLUT1 y SVCT2 en HBMEC
sometidas a Isg-R y las comparamos con el control de normoxia (Figura 9). Las
imagenes obtenidas muestran una disminucion de la expresion tanto de SVCT2

como de GLUTL1 posterior a la condicion de isquemia de 24 horas (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la isquemia y reperfusion en la expresion de los
transportadores de vitamina C SVCT2 y GLUT1 en HBMEC

postconfluentes.

Determinamos mediante inmunofluorescencia la expresion de los
transportadores de vitamina C SVCT2 (verde) y GLUTL1 (rojo) post isquemia de
24 horas (Oh reperfusion). En la fila superior se muestra la condicion control
(normoxia) y en la fila inferior la condicion post isquemia y reperfusion. En las
imagenes podemos observar una disminucion en la expresion tanto de SVCT2
como GLUT1 post Isg-R. Nucleos marcados con dapi (azul). Barra de

magnificacion de 20 uM.
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7.2.2. Expresion del transportador de vitamina C SVCT1 posterior a
isquemiay reperfusion en HBMEC postconfluentes.

Evaluamos mediante inmunofluorescencia la expresion del transportador
SVCT1 (Figura 10) en HBMEC con 14 DIV sometidas a una isquemia y
reperfusién, donde la isquemia fue de 24 h. Las muestras fueron fijadas a las Oh
de reperfusion y luego fueron comparadas con el control de normoxia. En la
figura 13 encontramos un aumento de la expresion del transportador SVCT1

posterior a la Isg-R con respecto a su control.
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Figura 10. Efecto de la isquemia y reperfusion en la expresion del

tranportador de vitamina C SVCT1 en HBMEC postconfluentes.

Evaluamos mediante inmunofluorescencia la expresiéon del transportador
SVCT1 (verde) post isquemia de 24 horas (Oh de reperfusion). En la fila
superior se muestra la condicion control (normoxia) y en la fila inferior la
condicion post isquemia y reperfusién. Observamos que el transportador
SVCT1 aumenta su expresion posterior a una isquemia y reperfusion. Nucleos

marcados con dapi (azul). Barra de magnificacién de 20 pM.
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7.2.3. Expresion relativa del ARNm de los transportadores de

vitamina C posterior aisquemiay reperfusion.

Ademas de evaluamos la expresion relativa del ARN mensajero de los

transportadores de vitamina C mediante RT-gPCR (Figura 11).

Para esto las células HBMEC de 14DIV se sometieron a isquemia de 24 horas y
reperfusion de 0, 24 y 48 horas. Utilizamos como control negativo células en
normoxia, como control positivo de isquemia células tratadas con 700uM de
CoClz por 24 horas y control positivo de estrés oxidativo células tratadas con

H202 1mM por 15 minuto y 24 horas de incubacion en condiciones normales.

Extrajimos ARNm de cada condicion para efectuar RT-gPCR y obtener la
expresion relativa de ARNm de GLUT1, SVCT1, SVCT2 y B actina como
normalizador (Figura 111A).

La Figura 13A muestra las curvas de amplificacion, curva de melting vy
expresion relativa de ARNm de GLUT1, SVCT1 y SVCT2. Observamos un
aumento de GLUT1 (Figura 111B) tanto en el control positivo de Isg-R (Co)
como al tiempo Oh post reperfusién, a mayores tiempos de reperfusion (24 y
48h) la expresion relativa del ARNm de GLUT1 disminuye a niveles cercanos al
control normoxia (Nx) (p: <0,0001). Por otro lado, SVCT1 aument6 su expresion
relativa de ARNm a las 48h de reperfusion (p: <0,0001) (Figura 11C) y SVCT2
disminuy6 su expresion en todas las condiciones sometidas a estrés oxidativo o
Isg-R (p: <0,0001) (Figura 11D).
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Figura 11. Expresion relativa del ARNm de los transportadores de

vitamina C en HBMEC post isquemiay reperfusion.

Evaluamos mediante RT-gPCR la expresion de ARNm de GLUT1, SVCT1l y
SVCT2 A) Curvas de amplificacion y melting de los ARNm de los
transportadores y el normalizador B-actina. B) Expresion relativa del ARNm de
GLUT1, observamos que el ARNm de GLUL aumenté a las Oh de reperfusion y
luego disminuy6 a las 24h de reperfusion (ANOVA p: <0,0001, s). C) Expresion
relativa de ARNm de SVCT1, observamos que el ARNm de SVCT1 aumento su
expresion a las 48h de reperfusion (ANOVA p: <0,0001, s). D) Expresion
relativa del ARNm de SVCT2, observamos una disminucion de la expresion
relativa del ARNm de SVCT2 post isquemia y reperfusion, que se mantuvo bajo
en todos los tiempos de reperfusion (ANOVA p: <0,0001, s). CoClz: Control
positivo de isquemia. H202: Control positivo de estrés oxidativo.
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7.2.4. Efecto de laisquemiay reperfusiéon sobre los niveles de la

muerte celular y los niveles de ROS.

Cultivamos HBMEC por 14 DIV, las sometimos a isquemia de 24 horas y una
posterior reperfusion de 5y 26 horas. Cada condicién fue marcada con zombie
NIR y CellROX green, luego fueron fijadas con PFA 4% y analizadas en el
citometro de flujo y posteriormente evaluadas con el programa Flowjo (Figura
122). Los resultados obtenidos se representaron en el diagrama de puntos, los
cuales indican un aumento del porcentaje de células positivas para CellROX
green a las 5 horas de reperfusion y una disminucién a las 26 horas de
reperfusion. Por otra parte, en ninguna de las muestras aumento el porcentaje
de células positivas para zombie NIR (Figura 122A). Estos datos fueron
analizados estadisticamente  encontramos que no hubo cambios
estadisticamente significativos en la muerte de HBMEC (p: 0,8024) (Figura
12B). Sin embargo, analizando los resultados de niveles de ROS, encontramos
un aumento significativo a las 5 horas de reperfusion (91%) que disminuyo a las
26 horas (36%), pero siguié siendo significativamente mayor (p: <0,0001)

comparada con el control normoxia (Figura 12C).
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Figura 12. Efecto de isquemiay reperfusion sobre la muerte celular y los

niveles de ROS en HBMEC postconfluentes.

Mediante citometria de flujo evaluamos el efecto de isquemia y reperfusion
sobre la muerte y produccion de ROS de HBMEC. A) Diagrama de puntos,
marcaje con zombie NIR (eje x) y CellROX green (eje y), respectivamente. B)
Grafico de los datos obtenidos en A. No se evidencian cambios con respecto al
control (normoxia) en los niveles de muerte celular posterior a una isquemia y
reperfusion (ANOVA p: 0,8024, ns). C) Grafico de los datos obtenidos en A del
efecto en los niveles de ROS, se observa un aumento significativo en los
niveles de ROS con respecto al control a las 5h de reperfusion, a las 26h
disminuye, pero sigue siendo significativamente mas elevado que en el control.
(ANOVA p: <0,0001, s).
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7.2.5. Efecto de la vitamina C sobre los niveles de muerte celular y
los niveles de ROS posterior a unaisquemiay reperfusion.

Finalmente, evaluamos el efecto de la vitamina C sobre la muerte celular y ROS
de HBMEC posterior a un estado de isquemia y reperfusion. La evaluacion se
efectud con cultivos celulares de 14 DIV, que fueron sometidos a isquemia por
24 horas y posteriormente se les hizo reperfusion. A las 2 horas de reperfusion
administramos 200 y 1000 uM de AA, luego se incub6 por 3y 24 horas (5 y 26h
de reperfusion), y finalmente las marcamos con zombie NIR y CellROX green,
las fijamos con PFA 4%, analizamos en el citometro de flujo y evaluamos con el
programa Flowjo. Se utilizé como control negativo células en normoxia y células

sin tratamiento como control negativo del tratamiento con AA.

En la Figura 13A se presenta el diagrama de puntos representativo de cada
condicion. Los datos indican que el tratamiento con AA, tanto en baja como alta
concentracion no produce un efecto en la muerte de HBMEC en ningun tiempo
de tratamiento (p: 0,7912) (Figura 13B), sin embargo, no es posible observar si
el AA posee efecto positivo en disminuir la muerte celular debido al bajo
porcentaje de muerte celular basal que posee el control. Por otra parte, los
resultados obtenidos muestran que a las 3h de tratamiento tanto en la condicién
sin AA como en las condiciones con tratamiento de AA 200 y 1000 uM, existen
niveles significativamente elevados de ROS, 91%, 72% y 90% respectivamente,
con respecto a los controles (normoxia) (p: <0,0001) (Figura 13C). Por otro
lado, a las 24h es posible ver la disminucién significativa de los niveles de ROS
para las tres condiciones (NO TTO: 36%, 200uM AA: 14% y 1000uM AA: 15%)
con respecto a las condiciones de 3h de tratamiento (p: <0,0001), observamos
una mayor disminucion en las condiciones con tratamiento de AA. Sin embargo,
tanto a las 3h como a las 24h no se encontraron diferencias significativas en los

niveles de ROS entre las muestras tratadas y no tratadas con AA (p: 0,0704).
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Ademés, evaluamos si el tratamiento con AA en HBMEC en normoxia
aumentaba los niveles de ROS, donde encontramos que no existen diferencias
significativas entre la condicién control sin tratamiento (0,5%) y las condiciones
normoxia con tratamiento de 200 y 1000 uM de AA (4%, p: 0,9340 y 22%,
0,1458; respectivamente). También se compararon los niveles de ROS de cada
condicion con tratamiento de AA con sus respectivos a sus controles
(normoxia), obtuvimos que la condicion de 24h sin tratamiento tiene niveles de
ROS significativamente mayores que los del control sin tratamiento (p: 0,0068),
mientras que los tratamientos de 200 uM y 1000 uM de AA disminuyen los
niveles de ROS hasta no ser significativamente diferentes con respecto a sus

condiciones control (p: 0,5492 y 0,7234 respectivamente).
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Figura 13. Efecto de tratamiento con Vitamina C sobre la muerte celular
y niveles de ROS de HBMEC postconfluentes sometidas a isquemia y

reperfusion.
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Mediante citometria de flujo evaluamos el efecto de la vitamina C en la muerte y
niveles de ROS de HBMEC post isquemia y reperfusion. Marcaje de muerte
celular y ROS con zombie NIR (eje x) y CellROX green (eje y), respectivamente.
A) Diagrama de puntos del efecto del tratamiento con AA (200 y 1000uM) sobre
la muerte y niveles de ROS a las 3 y 24h de tratamiento. B) Efecto del
tratamiento con AA (200 y 1000uM) sobre la muerte celular post isquemia y
reperfusion, el tratamiento con AA tanto en baja como alta concentracion no
produce un efecto en la muerte de HBMEC (ANOVA p: 0,7912, ns). C) Efecto
de 3 y 24h de tratamiento con AA (200 y 1000uM) sobre los niveles de ROS
post isquemia y reperfusion. A las 3h tto los niveles de ROS se encuentran
significativamente elevados con respecto al control, mientras que a las 24h tto
los niveles de ROS descienden significativamente con respecto a las 3h tto
(ANOVA p: <0,0001, s). Sin embargo, tanto a las 3h como a las 24h no existen
diferencias significativas entre las condiciones con tratamiento de AA (200 y
1000 pM) con respecto a las sin tratamiento (ANOVA p: 0,0704, ns).
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8. DISCUSION

En la literatura, son muchas las investigaciones que proponen a la vitamina C
para tratar diversas patologias, esto debido al potente poder antioxidante que
posee el ascorbato. La captacion del AA por las células se hace a través de los
co-transportadores de Na-AA, SVCTs (Munoz-Montesino et al., 2021), por lo
gue es sumamente interesante y relevante determinar que ocurre con estos

transportadores tanto en un contexto fisiolégico como fisiopatolégico.

En chile, el accidente cerebro vascular es la segunda causa de muerte con
29.542 egresos hospitalarios (afio 2021) y la primera causa de especifica de
afios de vida saludables perdidos por discapacidad y muerte prematura en
mayores de 74 afos (Minsal, 2014) (MINSAL, 2014). De estos casos, mas del
60% son de tipo isquémico (MINSAL, 2013), donde la oclusion de un vaso
sanguineo genera una disminucion transitoria de los nutrientes y el oxigeno en
la zona afectada. La isquemia por oclusién va seguida de una posterior
reperfusion que restablece el flujo sanguineo de manera turbulenta, generando
dafio en la zona afectada. Estos dos factores del ACV producen dafio a nivel
cerebral, que ocasiona las multiples secuelas permanentes o la muerte del

paciente.

Son muchos los estudios que determinan que un componente importante en la
patologia y progresion de esta enfermedad es la disfuncién de BHE (Blanchette
& Daneman, 2015; Daneman, 2012; Daneman & Prat, 2015; Mark & Dauvis,
2002; Zlokovic, 2008), las células endoteliales que la componen sufren dafio
debido a los altos niveles de estrés oxidativo, provocando la perdida de la
integridad de la barrera y un aumento en su permeabilidad (Bernardo-Castro et
al., 2020). Por lo cual, detener especificamente el dafio de las células
endoteliales es crucial para impedir el avance de la cadena de dafio oxidativo
gue se va generando en el SNC (An & Xue, 2009; Li et al., 2021).
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En el cerebro el AA se encuentra en altas concentraciones (Rivas et al., 2008) y
dado su poder antioxidante, determinar cémo actta sobre la BHE en un ACV
podria ser un punto determinante para identificar posibles blancos terapéuticos
de la patologia. Por todo lo anterior, nos propusimos determinar que ocurre con
los transportadores de vitamina C tanto en forma reducida (AA) como oxidada
(DHA), en las células endoteliales que forman la BHE posterior a una isquemia

y reperfusion.
8.1.Modelo de isquemiay reperfusioén in vitro.

Generamos un modelo que asemeja el dafio que ocurre en un ACV a nivel de
endotelio cerebral. Definimos los principales factores que generan dafio en esta
patologia y con los cuales debia cumplir este modelo, siendo estos la isquemia,
con una deficiencia de glucosa y oxigeno, y la reperfusion, donde ocurre la
reoxigenacion y se vuelve a condiciones normales.

El modelo de BHE in vitro fue generado a partir de monocultivo de células
HBMEC, el cual se ha reportado en literatura es la mejor linea celular endotelial
cerebral inmortalizada para generar modelos humano de BHE in vitro
(Eigenmann et al., 2013), esto debido a que al compararla con otras lineas
celulares como hCMEC/D3 o TY10, HBMEC demostrd ser mejor en términos de
hermeticidad de la barrera y permeabilidad paracelular en un sistema de
monocultivo (Eigenmann et al., 2013), expresa proteinas de endotelio vascular y
TJP (Buttmann et al., 2007; Eigenmann et al., 2013; Fletcher et al., 2012; Grab
et al., 2004; Palmela et al., 2012; Schubert-Unkmeir et al., 2010).

La linea celular HBMEC previamente habian sido caracterizadas en nuestro
laboratorio, donde encontramos que estas células endoteliales al ser
diferenciadas forman una barrera, son capaces de captar AA y expresan los
transportadores funcionales SVCT1 y SVCT2 (Guzman, 2004; Inostroza et al.,
2023)(datos no publicados). Al determinar el comportamiento que poseen estas

células en cultivo demostramos que estas células aumentan su proliferacion
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hasta llegar a un plateau al dia 10 que se mantiene posteriormente, donde su
confluencia es cercana al 100% y no se ve afectada su viabilidad. Para
confirmar si estas células que llegan a un plateau estan diferenciadas, se
evalu6 mediante inmunofluorescencia la proteina ZO-1, la cual es parte de las
proteinas de uniones estrechas u ocluyentes que poseen las células
endoteliales para formar la barrera hematoencefélica (Li et al., 2021; Wong et
al., 2013). Las imagenes obtenidas indicaron un aumento en la expresion de la
proteina ZO-1 (verde) en las células HBMEC al aumentar los DIV, observamos
que hay una diferencia significativa en la expresion de la proteina a las 12 DIV
con respecto a los 4y 8 DIV (p: <0,0001). Lo cual coincide con los datos previos
de nuestro equipo de trabajo, donde determinamos que las HBMEC al ser
diferenciadas por tiempos mayores a 4 DIV, presentan un aumento de la
resistencia eléctrica transendotelial de la monocapa y una disminucion de la
permeabilidad, que llega a valores constantes desde los 10 DIV en adelante, lo
que sugiere la formacion de una barrera celular (Guzmén, 2004)(datos no
publicados). Por lo tanto, las HBMEC cumplen con la caracteristica primordial
para ser considerada célula endotelial de barrera hematoencefalica, expresar
las proteinas de uniones estrechas que mantienen la integridad de la BHE
(Urich et al., 2012; Weksler et al., 2013; Weksler et al., 2005).

Luego de establecer el modelo de BHE in vitro se procedié a determinar el
control positivo del modelo de isquemia y reperfusiéon. Son muchas las opciones
gue se reportan en literatura para efectuar una hipoxia in vitro, siendo las mas
utilizadas las hipoxias quimicas, donde un agente mimético de hipoxia estabiliza
a HIF1-a para que pueda translocar al nucleo y unirse a HRE para transcribir
multiples genes dependientes de hipoxia (Brahimi-Horn & Pouyssegur, 2009;
Davis et al.,, 2018). Estos reactivos son clasificados dependiendo de su
mecanismos para lograr esta estabilizacion, existiendo los quelantes de hierro
como el DFO, los analogos de 2- oxoglutarato como DMOG y los competidores

de hierro como el CoClz (Davis et al., 2018). En este estudio se usoé cloruro de
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cobalto, debido a que en algunas lineas celulares estabiliza mejor a HIF1-a (Ge
et al.,, 2016). Para usar el CoCl2 en tratamientos, se tuvo que determinar la
concentracién y tiempo de incubacién 6ptima para ser utilizado como control
positivo de hipoxia e isquemia. Determinamos que tanto con 6 como 12 horas
de incubacion no hay grandes efectos en la viabilidad de las HBMECI, incluso
tratando con concentraciones altas de CoCl. (1000uM). Por otro lado, con 24
horas de incubacién se evidencié un efecto en la viabilidad a partir de los
500uM de CoClz, que al compararlo con el control sin CoClz la viabilidad es
significativamente menor (p: <0,0001). Por lo tanto, 24 horas es el tiempo de
incubacion necesario para ver un efecto de la hipoxia quimica, donde a partir de
los 500 UM comienza a verse afectada significativamente la viabilidad con
respecto al control (p: <0,0001) y a partir de los 800 uM la viabilidad desciende
a menos del 50%. Sin embargo, cuando calculamos el LDso en células HBMEC
diferenciadas obtuvimos 1997 + 228 uM de CoCl> (R% 0,9892; p: 0,3200). Lo
cual puede estar indicando que las células endoteliales al formar la barrera

endotelial son mas resistentes que las HBMECI.

El LDso obtenido para HBMEC es una concentracion elevada que no se condice
con otros estudios reportados, donde habitualmente usan concentraciones
desde los 30 a 100 uM (Engelhardt et al., 2014; Page et al., 2016). Esta gran
diferencia en los rangos de concentraciones creemos que es ocasionada por el
fin con que se usa el reactivo, la mayoria de las publicaciones lo usa para
generar hipoxia, pero solo tomando en cuenta la activacion HIF1-a, mientras
que en este estudio lo que se buscO era generar una hipoxia que
desencadenara dafo igualable al que se genera en la BHE por un ACV. Aun
asi, faltaron mas estudios para determinar efectivamente si la pronunciada
disminucion de la viabilidad se debe al efecto de la hipoxia o si el CoCl2 en altas
concentraciones gatilla otros mecanismos de dafio y muerte celular, ya que este
sigue siendo un reactivo que difiere en algunos efectos al compararlo con una

hipoxia propia mente tal (Calvo-Anguiano et al., 2018; Munoz-Sanchez &
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Chanez-Cardenas, 2019). Seria interesante evaluar la expresion de HIF1-a en
estas concentraciones y analizar como se ve afectado en estos rangos altos de
concentraciones. Por lo anterior, aun cuando los resultados indicaron utilizar
concentraciones mas elevadas de CoClz, se decidié utilizar para los futuros
experimentos una concentracion de 700 uM, que se considerd que afectaba la
viabilidad de HBMECI, pero no de manera tan abrupta como con 800 puM.

Al evaluar el efecto del tiempo de hipoxia en HBMECI utilizamos una camara de
hipoxia (Stem Cell Technologies)(Sagrillo-Fagundes et al., 2018), que nos
permite incubar las células con un 1%0:2. Al directamente quitar el oxigeno del
ambiente celular, se asemeja mas a la hipoxia producida en un accidente
cerebrovascular, obteniendo resultados mas fidedignos de lo que ocurriria in
vivo (Calvo-Anguiano et al., 2018; Ortega et al., 2017). Si bien en los tiempos
mayores se ve una leve diferencia entre ambas condiciones, los resultados no
son estadisticamente significativos (p: 0,0664). Al normalizar cada resultado de
hipoxia con su correspondiente normoxia se obtuvo que a las 12 y 24 horas de
hipoxia disminuy6 significativamente el porcentaje a un 71% y 41%
respectivamente (p: <0,0001). Estos resultados se condicen con la literatura,
donde se ha reportado que a las 24 horas de hipoxia existen diferencias en la

viabilidad y proliferacion de las células HBMEC (Mata-Greenwood et al., 2017).

Con los resultados anteriores determinamos los parametros béasicos para
implementar nuestro modelo de isquemia y reperfusion in vitro con HBMEC,
luego procedimos a evaluar los niveles de expresion de HIF1-a. Como HIF1-a
siempre esta siendo expresado y luego degradado en las células, se detecto
mediante western blot la proteina estabilizada que transloca al nucleo para
unirse a HRE (Brahimi-Horn & Pouyssegur, 2009; Semenza, 2001).
Encontramos una banda a los ~115 kDa y a los ~45 kDa, siendo la banda de
115 kDa la proteina de interés HIF1-a que posee un peso molecular cercano al

reportado en literatura (Wang & Semenza, 1995), la proteina detectada de 45

63



kDa posiblemente es HIF1-a degradado, ya que HIF1-a en condiciones de
normoxia posee una vida media de 5 minutos antes de ser llevado a su
degradacion (Fedele et al., 2002). HIF1-a (115 kDa) aument6 con respecto al
control normoxia en las muestras de Isg-R de 0 y 5 horas de reperfusion, sin
embargo a las 26 horas la proteina no fue detectada, o que nos indica que
luego de 26 horas de reperfusion HIF1-a vuelve a ser totalmente hidroxilado por
PHD vy llevado a su degradacion proteosomal generando que este no pueda
llegar al nucleo (Ke & Costa, 2006). Cuando comparamos las condiciones de
Isg-R 5 horas con y sin tratamiento de AA, se evidencié que la muestra tratada
con AA posee una menor expresion de HIF1-a en comparacion a su control sin
tratar, lo que podria estar indicando que el AA al ser un cofactor de la PHD esta
fomentando su accién y generando la hidroxilacion de HIF1-a con mayor
eficiencia que en la condicion sin tratamiento. Esto es sumamente interesante
de evaluar con mayor profundidad, ya que en otros estudios se ha demostrado
que la deficiencia de HIF1l-a y HIF2-a neuronal mejora la supervivencia
neuronal en la fase aguda temprana después del ACV isquémico (Barteczek et
al., 2017). Por lo que seria importante evaluar si esto ocurre de la misma
manera en CE, ya que estas presentan un aumento mucho mas elevado de
HIF1-a que otras células de la NVU bajo condiciones de hipoxia (Engelhardt et
al., 2015).

Con respecto a la baja marca que se obtuvo de la banda de HIF1l-a en el
western blot, posiblemente se deba a el tiempo prolongado que se sometieron
las células a isquemia, ya que otros estudios han evaluado la expresion de esta
proteina en CE de BHE, determinaron que HIF1-a aumenta su expresion a las 2

y 6 h de hipoxia y luego decrece a las 24 (Engelhardt et al., 2015).

Luego evaluamos el dafio que nuestro modelo de Isq-R generaba en nuestro
modelo de BHE, evidenciamos que luego de una isquemia de 24 horas la
expresion de la proteina ZO-1 disminuye, lo cual indico la presencia de dafio

endotelial con pérdida de la integridad de la BHE, donde posiblemente aumente
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la permeabilidad de la barrera. Lo antes descrito coincide con lo reportado en
literatura, donde se ha determinado que después de una isquemia se genera
una alteracion de las proteinas que componen las uniones estrechas y un
aumento de la permeabilidad de la BHE (Jiao et al., 2011; Mark & Davis, 2002).
Seria interesante evaluar si efectivamente ocurren cambios en la permeabilidad
de la barrera endotelial tras la disminucién de ZO-1, tal como se ha reportado
en otros estudios con la evaluacion de la tension eléctrica transendotelial
(TEER) o la transcitosis de las células endoteliales por ensayo de tinciébn Evans
blue (Okada et al., 2020).

8.2. Expresion de transportadores de vitamina C en HBMEC post Isq-R.

Mediante RT-gPCR e inmunofluorescencias determinamos la expresion y
localizacion de los transportadores GLUT1, SVCT1 y SVCT2 posterior a una
isquemia de 24 horas. Encontramos una disminucion de la proteina y un
aumento del ARNm de GLUT1 al tiempo Oh de reperfusion, lo cual difiere con lo
descrito en la literatura. GLUT1 es dependiente de HIF1-a, por lo cual a lo largo
de los afios se ha utilizado este transportador como marcador de hipoxia, si
bien el ARNm aumento inmediatamente tras la isquemia al igual como se ha
evidenciado en diversos estudios (Alquisiras-Burgos & Aguilera, 2022; Calvo-
Anguiano et al., 2018; Singh et al., 2012), la proteina disminuyo su expresion, lo
cual no concuerda con lo indicado en estudios anteriores (Mamun et al., 2020).
Es posible que debido al dafio ocasionado por la isquemia en las CE se haya
generado una disminucién de los transportadores GLUT1 y por lo mismo, el
aumento de HIF1l-a entre otras cosas, sea un mecanismo de compensacion
para generar un aumento en la expresion de esta proteina, lo que se ve

reflejado en los altos niveles relativos de su ARNm.

Por otro lado, no esperdbamos la disminucion del ARNm y la proteina SVCT2
posterior a la isquemia, ya que en estudios con ratones se habia visto un

aumento de esta proteina posterior a Isq-R (Gess et al., 2011). Sin embargo,
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esto sigue siendo un gran hallazgo, ya que no existe informacion en literatura
sobre qué ocurre en modelos humanos con estos transportadores SVCTs en
una isquemia. Ademas, estos resultados indican que el modelo en raton no
responde de la misma forma que un modelo experimental con células humanas,
lo cual coincide con la evidencia cientifica, que ha demostrado que existen
diferencias metabdlicas entre el ratén y el humano. Una de estas diferencias es
la sintesis de la vitamina C, el raton es capaz de sintetizar vitamina C a partir de
la glucosa gracias a la enzima GULO, mientras que los humanos carecen de
esta enzima y solo pueden adquirir por la dieta (Munoz-Montesino et al., 2021).
Por lo cual, el modelo en ratén no es totalmente homologable con la fisiologia y

fisiopatologia humana.

Finalmente, determinamos un aumento de la proteina SVCT1 posterior a la
isquemia, lo cual posiblemente se genera como un mecanismo compensatorio
para captar mas AA y poder contrarrestar el dafio oxidativo que se genera
producto de la isquemia, curiosamente, el ARNm de SVCT1 no se ve
aumentado inmediatamente tras la isquemia, sino que as 48 horas de
reperfusion. Posiblemente las CE mientras fueron sometidas al estado de
isquemia aumentaron su ARNm lo cual generé el aumento de la expresion de la
proteina al tiempo Oh de reperfusion.

Queda la duda, de que ocurre con la expresién proteica de cada transportador a
las 24 y 48 horas de reperfusion, al ver la expresion de sus ARNm intuimos que
probablemente aumente GLUT1, SVCT1 se mantendra elevado y SVCT2 se
mantendra disminuido.

Otro resultado importante de destacar es la expresion relativa del ARNm de
GLUT1 con tratamiento de cloruro de cobalto, ya que este induce la
translocacion de HIFl-a y estd demostrado que de esta forma genera el
aumento del ARNm de GLUTL1 (Alquisiras-Burgos & Aguilera, 2022; Davis et al.,
2018). Esto no ocurre con el peroxido de hidrogeno, que se utiliz6 como control
de estrés oxidativo en CE (Lee et al., 2004), por lo que el ARNm de GLUT1
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aumenta solo por el efecto de la hipoxia. Este caso se repite con SVCT1, donde
también se ve aumentado significativamente su ARNm en la condicion CoClz,
no obstante, también hay un leve aumento con H202, aunque este no es
significativo. Seria interesante profundizar mas la investigacion, y evaluar si
HIF1-a se relaciona de alguna forma, directa o indirectamente, con los

transportadores SVCTSs.
8.3.Efecto de Isq-R sobre muerte celular y ROS.

En este estudio evaluamos el dafio en las HBMEC generado por la isquemia y
reperfusion, donde nos enfocamos en dos grandes factores del dafio en la BHE:
niveles de ROS y muerte celular. La evaluacion de ambos factores se hizo
mediante citometria de flujo, en donde obtuvimos que en ninguna condicién
hubo un aumento del porcentaje de células muertas. Esto puede ser debido a
que las células HBMEC diferenciadas por 14 DIV probablemente son mucho
mas resistentes que las HBMECI, por lo que la condicion de Isg-R no alcanzé a

gatillar la muerte celular.

Con respecto a los niveles de ROS, a las 5 horas de reperfusion se generd un
alza en los niveles de ROS a un 91%, lo cual es estadisticamente significativo
con respecto al control, que luego a las 26 horas decreciéo a un 36%, lo cual
sigue siendo significativamente mas elevado que el control de células en
normoxia. Estos resultados nos indicaron que posterior a una isquemia,
alrededor del 91% de las células comienza a elevar sus niveles de ROS. Esta
alza en los niveles de ROS coincide con la mayoria de los reportes donde se ha
relacionado el ACV con el estrés oxidativo, donde este ultimo seria el causante
de la disrupcién de la BHE y todas las consecuencias que esto conlleva (Feng
et al., 2023; Rodrigo et al., 2013). Por lo cual, este aumento de los niveles de
ROS que evidenciamos en HBMEC probablemente sea el que en mayor parte
causa el dafo oxidativo y disfuncion de la barrera que se observo por

inmunofluorescencia con la disminucion de ZO-1. Como se menciond

67



anteriormente, queda para futuros estudios el evaluar que ocurre en estos
tiempos de reperfusion con las proteinas de uniones estrechas y los
transportadores de vitamina C. es posible que SVCT1 se mantenga elevado
para compensar estos niveles de estrés oxidativo, pero queda la duda, ¢Por
qué se eleva la expresién de SVCT1 y baja la de SVCT2?, posiblemente se
deba al rol que cumple la vitamina C que dependiendo del ambiente redox en el
gue se encuentre tiene un efecto prooxidante o antioxidante, donde se ha
reportado que en ambientes muy oxidantes esta puede favorecer aun mas la
oxidacion debido a la reaccion de fenton (Kazmierczak-Baranska et al., 2020).
SVCT2 posee mayor afinidad por el AA con una KM de 20uM, mientras que
SVCT1 es menos afin con una KM de 100uM (Munoz-Montesino et al., 2021),
por lo que disminuir SVCT2 y aumentar SVCT1 puede ser una medida de las
CE para no captar AA en bajas concentraciones y de esta forma detener el rol
prooxidante que puede llegar a tener el AA en bajas concentraciones en un

ambiente muy oxidativo.

8.4.Efecto de la vitamina C sobre muerte celular y niveles ROS post
Isg-R.

Finalmente, en este estudio se buscaba evaluar los efectos de la vitamina C
sobre dafio de las CE. Mediante citometria de flujo encontramos que a las 3
horas de tratamiento con AA no se vio diferencias entre las muestras tratadas y
no tratadas, lo que posiblemente sea debido a que 3 horas de tratamiento es
muy poco tiempo para evidenciar algan cambio sobre el dafio oxidativo.
Ademas, observamos que despues de 26 horas de reperfusion (24h tto)
disminuyen los niveles de ROS tanto en las muestras sin tratamiento como en
las con tratamiento de AA. Si bien observamos una disminucion mayor de los
niveles de ROS con los tratamientos de 200 y 1000 uM de AA (14% y 15%,
respectivamente), estos no fueron estadisticamente significativos con respecto
al sin tratar (36%) (p> 0,0704). Sin embargo, al comparar estos niveles de ROS

con el control (normoxia sin tratamiento, 0,5%), encontramos que la condicion
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24h sin tratamiento sigue teniendo niveles significativamente mayores que los
del control sin tratamiento (p> 0,0068), mientras que los tratamientos de 200 uM
y 1000 pM de AA disminuyen los niveles de ROS hasta no ser
significativamente mayores que los de la condicion control (p: 0,5492 y 0,7234,
respectivamente). Lo que sugiere que el tratamiento con AA genera una mejor
disminucién de los niveles de ROS. La diferencia no significativa entre las
condiciones con y sin tratamiento probablemente estén ocasionadas por la
cantidad de muestras (n) analizadas, creemos que aumentando el n

posiblemente estos resultados se vuelvan estadisticamente significativo.

El tratamiento que se efectud en este estudio se administré a las 2 horas de
reperfusion, esto se decidié con la consideracion de que el ACV es una
patologia aguda, donde los procedimientos deben ser efectuados en corto plazo
para poder frenar el dafo a tiempo. En estudios de afios anteriores ya se
recomendaba que el tratamiento con vitamina C debe ser en altas dosis y a
tiempos tempranos (Spoelstra-De Man et al., 2018). Si bien en literatura aun
hay controversia con respecto a tratamientos con vitamina C, varios estudios no
ven efectos significativos en algunos casos clinicos (Rabadi & Kristal, 2007) y
otros evidencian un rol dafino donde la vitamina C induce muerte celular
(Ferrada et al., 2020), existen multiples estudios donde se afirma que esta
cumple un rol beneficioso como lo es reducir las alteraciones de la BHE y la
apoptosis neuronal cerebral (Chang et al., 2020) o mejorar la sobrevida de
pacientes con traumatismo craneoencefalico (Macias Limén et al., 2021). Son
muchos los estudios y multiples los resultados, esto ocasionado por el tipo de
modelo de estudio, las dosis y tiempos administrados, entre otros. Lo Unico
claro es que se necesitan mas ensayos clinicos prospectivos para confirmar el
papel que cumple la vitamina C en el tratamiento del ACV y la eficacia de esta

suplementacion durante la patologia (Tang et al., 2022).
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Como se evidenci6 en esta investigacion, ocurren cambios en los
transportadores de vitamina C posterior a una isquemia y reperfusion en
HBMEC (Figura 14), los cuales no han sido reportados en otros estudios,
creemos que las investigaciones a futuro deberian focalizarse en esto e ir mas
alld de solo ver el efecto, darles la real importancia que poseen los
transportadores ya que de ellos depende que la vitamina C pueda cumplir un rol
en la patologia, y quizas este sea el real blanco terapéutico. ¢Con que fin
ocurren estos cambios en la expresion de los transportadores? ¢Qué
mecanismo de accion esta ejerciendo la vitamina C dentro de la célula? ¢ El AA
solo actua neutralizando radicales o ademas interviene en otras vias como la de
HIF1-a? Estas son preguntas que esperamos en un futuro préximo poder

contestar.

Solo queda recalcar la relevancia que poseen las células endoteliales que
conforman la barrera hematoencefalica, las cuales cumplen un rol protector y de
ellas depende la integridad y buen funcionamiento de todo el cerebro. Estas
reaccionan mas fuerte y rdpidamente a la privacién de Oz que otras células del
cerebro (Engelhardt et al., 2015), por lo que revertir o prevenir el dafo
especificamente estas células es donde deberian apuntar los tratamientos para

el ACV y otras patologias neuronales.

El estudio de estas dos aristas puede abrir las puertas a un nuevo blanco
terapéutico para una patologia que afecta a la poblacién del pais y hasta dia de
hoy no posee un tratamiento efectivo que mejore las probabilidades de

sobrevida.

70



NORMOXIA POST ISQUEMIA Y REPERFUSION

0ol

(e &
.
) a nn :
\“ @J A4 E™ \ / 6 % % \ ’l
\\‘\ Lumen capilar % ‘,’ -

Célula endotelial Célula endotelial Lumen capilar ]

® T ® W AN e

GLUT1 SVCT1 SVCT2 Claudina Ocludina Z0-1 ROS

Figura 14. Modelo propuesto del efecto de la isquemia y reperfusion

sobre modelo de BHE in vitro y sus transportadores de vitamina C.

En normoxia, las células HBMEC diferenciadas que conforman el modelo in
vitro de BHE expresan TJP, transportadores de vitamina C GLUT1 (membrana)
y SVCTs (localizacion indeterminada). Posterior a una isquemia y reperfusion
hay un aumento en los niveles de ROS, la translocacion de HIF1-a al nucleo, la
disminucién de la expresion de TJP (perdida de la integridad de la BHE), un

aumento en la expresiéon de SVCT1 y una disminucion de la expresion de
GLUT1y SVCT2.
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