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Resumen

La vitamina C es un micronutriente esencial para la mantencion de la homeostasis
normal del organismo. La concentracion plasmatica de &cido ascorbico (AA) en
humanos fluctia entre 60 y 75 uM y su deficiencia cronica causa escorbuto, el cual se
caracteriza por multiples fallas metabdlicas. Los seres humanos, cobayos y algunos
primates no pueden sintetizar AA, de ésta forma la mantencion de los niveles de AA
plasméaticos depende de la ingesta de la vitamina C en la dieta, la absorcion intestinal y
la reabsorcién renal.

El AA puede ingresar a las células mediante los transportadores de AA, SVCT1 y
SVCT2. SVCT1 se encuentra principalmente expresado en tejidos de tipo epitelial,
mientras que SVCT2 se encuentra expresado ampliamente en los distintos tejidos
adultos. Se ha descrito la presencia de SVCT1 y SVCT2 en tejido renal adulto, sin
embargo no existe un estudio detallado de cémo estos transportadores varian su
expresion y distribucion durante el desarrollo renal y la vida adulta. En esta tesis hemos
estudiado la expresion, localizacion y funcionalidad de los transportadores de AA,
SVCT1 y SVCT2 presentes en el tejido renal en estadios embrionarios, post-natales y
adultos de ratdon y humano. La expresion y localizacion se definié utilizando técnicas de
RT-PCR, Western blot, hibridacion in situ e inmunocitoquimica. Los analisis funcionales
los realizamos mediante ensayos de captacion de AA en las lineas celulares HEK293
(derivadas de riidn embrionario humano) y LLC-PK1 (derivadas de tubulo proximal
adulto). Encontramos que durante la vida embrionaria y primeros 3 dias de desarrollo
post-natal, SVCT2 se encuentra fuertemente expresado, en comparaciéon con SVCT1.

Nuestros analisis inmunocitoquimicos en tejido embrionario mostraron que SVCT2 se
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expresa en la membrana plasmatica de las células epiteliales mas diferenciadas, las
gue corresponden a células de los tubos colectores, mientras que las células epiteliales
gue se diferencian mas tardiamente como los de la region cortical, localizan SVCT2 en
la region citoplasmatica. Sorpresivamente, durante los 3 primeros dias de desarrollo
post-natal SVCT2 se localiza en la membrana basal de los tUbulos proximales y
distales, mientras que en los tubos colectores se localiza citoplasméaticamente. Los
estudios funcionales que realizamos en células HEK293, mostraron pardmetros
cinéticos comparables a los ya descritos para SVCT2. La expresion de SVCT1
comienza levemente al dia 5 post-natal y va aumentando hasta llegar al estadio adulto.
Mediante estudios de hibridacion in situ e inmunocitoquimica determinamos que SVCT1
se localiza a lo largo de los tubulos proximales renales, especificamente en la region
apical de sus células epiteliales. Los estudios de expresion para SVCT1 y SVCT2 en
células LLC-PK1 mostraron que estas ceélulas expresan ambas isoformas con
localizaciones subcelulares diferentes; SVCT1 se localiza en la membrana plasmatica y
SVCT2 se localiza en la region citoplasmatica de las células. Los estudios funcionales
demostraron que la polarizacion apical y la captacion de AA son directamente regulados
por la concentracion de vitamina C extracelular. Las células sometidas a una alta
concentracion de AA (similar al segmento S1) muestran una baja polarizacion apical del
transportador y una alta capacidad de transporte, mientras que células incubadas con
una baja concentracion de AA (similar al segmento S3) muestran una alta polarizacion
apical del transportador y una baja capacidad de transporte.

Con estos resultados podemos concluir que durante la vida embrionaria y los primeros
dias de desarrollo post-natal, la incorporacion de AA a las células renales epiteliales

depende solo de la expresion de SVCT2, esta situacion cambia a medida que aumenta
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la edad post-natal, donde la incorporacion de AA desde el ultrafiltrado glomerular
depende de la expresion de SVCTL1 en la region apical de las células epiteliales de los
tubulos proximales y que esta puede ser regulada por las distintas concentraciones de

AA a la que son expuestas las células de los distintos segmentos del tubulo proximal.



