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RESUMEN

La vitamina C cumple un rol fundamental como el agente antioxidante
soluble mas importante del cerebro. La forma reducida de la vitamina C, ascorbato
(AA) es incorporada por los cotransportadores de sodio ascorbato (SVCTs), los
cuales en el cerebro se expresan exclusivamente en neuronas. La forma oxidada
de la vitamina C, el acido deshidroascoérbico (DHA) es incorporada a través de
algunas isoformas de los transportadores facilitativos de glucosa (GLUTSs), los
cuales se expresan preferentemente en astrocitos.

En la presente tesis hemos estudiado varios aspectos del reciclamiento de
la vitamina C mediante la interaccion astrocito — neurona. Por lo cual postulamos
que: “El reciclamiento de la vitamina C en el sistema nervioso central modula el
metabolismo energético de astrocitos y neuronas, efecto que es modulado por
glutamato.

Los experimentos realizados en astrocitos nos permitieron describir que el
periodo de cultivo de estas células modula drasticamente la capacidad para
reciclar el DHA incorporado. De esta forma, los astrocitos de 15 DIV son capaces
de incorporar DHA, via GLUT1 y generar AA intracelularmente, el cual es liberado
al espacio extracelular. La acumulacion de DHA potencia la capacidad reductora
de estas células; provocando un aumento en la actividad de la via de las pentosas
fosfato (PPP) y en los niveles de glutation reducido (GSH), favoreciendo la
reduccion del DHA.

En astrocitos de 30 DIV, observamos una baja en el potencial reductor de

estas células, posiblemente por encontrarse en un estado reactivo, ya que inducen

XIV



la expresion de diferentes marcadores de gliosis. El estado reactivo, afecta
diversos parametros relacionados con el reciclaje de la vitamina C, de esta forma
se induce la expresion del transportador GLUT3 y se incrementa la capacidad para
incorporar DHA. Sin embargo, estas células pierden la capacidad de reducir en el
tiempo, eficientemente el DHA. Ademas, la acumulacion de DHA inhibe la
actividad de la via PPP, lo que conlleva a una pérdida de los niveles de GSH.

Finalmente, demostramos que las neuronas son principalmente productoras
de DHA y presentan un bajo potencial reductor. La acumulacién de DHA afecta
significativamente al metabolismo energético neuronal ya que inhibe
drasticamente la glicdlisis e inhibe la actividad de la via PPP, efectos que en su
conjunto representan una condicion de estrés celular.

Con la evidencia obtenida en este trabajo de tesis proponemos que los
astrocitos de 15 DIV representan a un astrocito cerebral normal, el cual tiene la
capacidad de reducir eficientemente el DHA y liberar AA al espacio extracelular.
Ademas, la incorporacion de DHA potencia su reduccion estimulando la actividad
de la via PPP, y con ello aumentando los niveles de GSH. El AA liberado podria
ser incorporado por las neuronas y ser utilizado como agente antioxidante para
evitar el dafio oxidativo. Por otro lado, los astrocitos de 30 DIV tendrian
propiedades de un astrocito reactivo, no reciclarian eficientemente DHA, liberando
esta molécula al medio extracelular, probablemente generando mas dafo
oxidativo.

En este trabajo de tesis hemos profundizado en el mecanismo del
reciclamiento de la vitamina C cerebral y en el efecto de este proceso sobre

algunos  aspectos que regulan el balance energético cerebral.
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ABSTRACT

Vitamin C is the most important soluble antioxidant in the brain. The reduced
form of vitamin C, ascorbate (AA), is incorporated by sodium ascorbate
cotransporters (SVCTSs), which, in the brain, are expressed exclusively in neurons.
In contrast, astrocytes only incorporate the oxidized form of vitamin C,
dehydroascorbic acid (DHA), through glucose transporters (GLUTS).

In this work, we analyzed the vitamin C recycling associated with neuron-
astrocyte interactions. We hypothesized that “the recycling of vitamin C in the
central nervous system modulates energy metabolism of astrocytes and neurons, a
process modulated by glutamate”. To test this hypothesis, we analyzed the vitamin
C recycling capacity of neurons and astrocytes. To address the effect of vitamin C
recycling on energy metabolism, we determined the effect of AA or DHA
accumulation over the rate of glycolysis, pentose phosphate pathway activity (PPP)
and glutathione (GSH) levels in astrocytes and neurons.

Experiments in astrocytes established that the culturing time drastically
modulates DHA recycling. After 15 DIV, astrocytes are able to uptake and reduce
the DHA to AA, which is released into the extracellular space. Accumulation of
DHA increases the redox metabolism in these cells, stimulating the activity of the
PPP and increasing the intracellular GSH levels.

We also analyzed the reduction of DHA by astrocytes of 30 DIV. We found
that these cells are able to uptake higher levels of DHA, but cannot reduce it. Also,

we found that the accumulation of DHA in this model inhibits the PPP activity and
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decreases the GSH levels. In parallel, we observed that astrocytes of 30 DIV
induce the expression of reactive astrocytes markers such as vimentin and MAP-2.
Therefore, astrocytes of 30 DIV could be a model of reactive astrocytes.

Finally, we showed that neurons are mainly producing DHA, but have a low
potential to uptake or reduce it. The accumulation of DHA in neurons significantly
affects the energy metabolism since the DHA inhibits the glycolysis in these cells,

which could generate neuronal death.
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l.-INTRODUCCION

1.- Generalidades de la Vitamina C.

La vitamina C es un micronutriente esencial para el funcionamiento metabdlico
normal del organismo. Es utilizada como cofactor en reacciones de hidroxilacion, es
un poderoso antioxidante hidrosoluble y recientemente se ha determinado su
participacion en procesos de diferenciacion en diversos tipos celulares. En el plasma
sanguineo se encuentra en una concentracién cercana a 50 uM principalmente en su
forma reducida o ascorbato (AA) y en un <5% en su forma oxidada o acido
deshidroascorbico (DHA) (Rice, 2000; Savini et al., 2005). EI AA tiene dos protones
disociables con valores de pKa de 4,2 y 11,8 por lo que a pH fisioldgico se encuentra
como el anibn monovalente ascorbato (Rice, 2000).

La funcién del ascorbato como un poderoso antioxidante se basa en la alta
capacidad de donar electrones, ayudando a reducir radicales libres generados en
diversos procesos fisiologicos y fisiopatolégicos. Cuando el AA dona un electron se
genera el radical ascorbilo y cuando dona el segundo electron se produce el acido
deshidroascorbico (DHA) (Figura 1). EI DHA es una molécula inestable que presenta
una vida media de 3-5 minutos, en condiciones fisiologicas (Bode et al., 1990;
Halliwell, 1996; May et al., 2003; Linster and Van Schaftingen, 2007). La reduccién
del DHA a AA no es favorable energéticamente, por ende necesita de un dador de

electrones que permita regenerar el AA.
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Figura 1: Estructura quimica de la vitamina C y sus derivados.

El acido L-Ascorbico (ascorbato) se oxida rapidamente en condiciones fisiolégicas.
Al liberar un electrén se genera el radical ascorbilo, el cual es altamente inestable y
transiente, el radical ascorbilo libera un segundo electrén y genera el producto
oxidado final de la vitamina C el acido deshidroascorbico (DHA). Si el DHA no es
reducido por la accion de dadores de electrones enzimaticos o no enzimaticos es
hidrolizado rapidamente y de forma irreversible generando el acido 2,3 diceto-1-
gulénico (DKG), el cual es metabolizado como fuente de carbono celular a través de
las via de las pentosas fosfato (Bode et al., 1990; Carr and Frei, 1999a; Carr and
Frei, 1999b; Rice, 2000; Linster and Van Schaftingen, 2007).



1.1.- Biosintesis y funciones de la vitamina C.

En la mayoria de los mamiferos la vitamina C es sintetizada en el higado a
partir de glucosa. Sin embargo, el ser humano, otros primates y el cobayo han
perdido la capacidad de sintetizar la vitamina C, ya que poseen un gen no funcional
para la enzima L-gulono-y-lactona oxidasa, necesaria para el ultimo paso en la
biosintesis del AA (Nishikimi and Yagi, 1991; Meister, 1994).

El potencial de reduccion del AA es muy bajo, lo cual le permite regenerar
otros agentes antioxidantes como la vitamina E o el glutation (GSH), lo que sumado a
su pequefo tamafo y alta hidrosolubilidad, hace que sea uno de los principales
antioxidantes de los fluidos biolégicos (Meister, 1994; May et al., 1996; Dringen and
Hirrlinger, 2003). La capacidad de la vitamina C de interaccionar con otros agentes
antioxidantes toma gran importancia en condiciones de estrés oxidativo, ya que es en
estas condiciones donde la célula necesita mantener el balance redox (Figura 2),
(Halliwell, 1996; Carr and Frei, 1999b; Banhegyi et al., 2007).

La carencia de vitamina C genera diferentes desérdenes, tales como,
escorbuto, alteraciones neurolégicas y desordenes 6seos (Carr and Frei, 1999a).
Entre los sintomas derivados de la deficiencia de vitamina C se encuentran la
debilidad muscular, sangramiento de las encias, pérdida de dientes y problemas de
cicatrizacion. Los efectos antiescorbuticos de la vitamina C tienen relaciéon con su
participacion como cofactor de las enzimas prolina hidroxilasa y lisina hidroxilasa en
la sintesis del colageno. La vitamina C también es cofactor de otras dioxigenasas que

participan en la sintesis de carnitina, esencial para el transporte de los acidos grasos
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Figura 2: Modelo de acoplamiento entre la vitamina C y otros agentes

antioxidantes presentes en la célula.

El AA puede interactuar con la forma oxidada del glutation (GSSG) para regenerar
glutation reducido (GSH), el acoplamiento antioxidante también se puede producir
con el proceso de oxidacion y reduccidn del a-tocoferol (vitamina E). Los procesos
de reduccion del DHA y GSSH necesitan la participacion de diferentes enzimas
tales como las tioredoxinas o la GSH reductasa, las cuales utilizan como dadores
de electrones al derivado del ciclo glicolitico, NADPH (Dringen and Hirrlinger, 2003;
Franco and Cidlowski, 2009).



de cadena larga a la mitocondria, la deficiencia en la sintesis de carnitina puede
explicar sintomas como la letargia y la fatiga (Englard and Seifter, 1986; Carr and
Frei, 1999b).

Un aspecto importante de la accion antioxidante de la vitamina C es su
capacidad de interaccionar con otras moléculas antioxidantes, como el glutatién
(GSH), el antioxidante mas abundante en el organismo, la interaccion entre el AA'y
GSH es bidireccional, es decir, el AA puede regenerar el glutation oxidado (GSSG)
de la misma forma que el GSH puede reducir el DHA para generar nuevamente AA,
este ciclo de oxido reduccion puede ademas ser modulado por diferentes enzimas
antioxidantes, las cuales en su mayoria acoplan la oxidacién de GSH para cumplir
con su funcion (Reiter, 1995; Dringen, 2000a; Dringen and Hirrlinger, 2003; Franco
and Cidlowski, 2009). Considerando que la gran mayoria de las enzimas
antioxidantes presentes en la célula, realizan su funcion acopladas a la oxidacion del
GSH vy visto que el AA es capaz de regenerar el GSH, la vitamina C participa
indirectamente en una amplia gama de mecanismos disefiados para proteger a la
célula de compuestos oxidantes y del estrés oxidativo (Figura 2).

Recientemente, se ha ampliado el estudio de las funciones asociadas a la
vitamina C, de esta forma se ha determinado que tendria un rol en la diferenciacién
de distintos tipos celulares. En este sentido, se ha demostrado que el AA favorece la
diferenciacién a neuronas dopaminérgicas a partir de precursores mesencefalicos
expandidos en presencia del factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) y
promueve la diferenciacion de precursores corticales del SNC a neuronas y astrocitos

(Lee et al., 2003). Recientemente, se ha descrito que la vitamina C es capaz de



aumentar la generacion de stem cells inducidas (iPSCs) tanto desde células de raton
como desde células somaticas humanas (Esteban et al., 2010).

Las funciones anteriormente descritas se asocian a la forma reducida de la
vitamina C. el AA. Por afos se descarté que los derivados oxidados de la vitamina C
cumplieran alguna funcion relevante en el metabolismo celular, sin embargo, diversos
grupos han descrito que el DHA tendria una serie de funciones en la célula. De esta
forma se ha descrito que el DHA podria inhibir a algunas enzimas de la glicdlisis,
como la hexoquinasa (HK). Por otro lado, podria estimular la actividad de algunas
enzimas de la via de las pentosas fosfato, como la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) (Fiorani et al., 1996; Fiorani et al., 2000; Puskas et al., 2000). Ademas, se
ha demostrado que el DHA actuaria como un agente pro-oxidante, provocando la
muerte neuronal (Song et al.,, 1999, 2001; Song et al., 2002; Wilson, 2002). Este
efecto, no se ha observado en células capaces de reducir el DHA y generar AA, tales

como los astrocitos (Kim et al., 2005).

2.- Transporte de la vitamina C.

Para ingresar a la célula, la vitamina C puede seguir diversas rutas, las cuales
dependen de su forma redox (Esteban et al., 2010). EI AA es incorporado por un
transporte activo dependiente de un gradiente electroquimico de sodio llevado a cabo
por los transportadores SVCTs. ElI DHA es incorporado por algunas isoformas de los
transportadores facilitativos de hexosas (GLUTs) (Figura 3) (Welch et al., 1995;
Nualart et al., 2003; Astuya et al., 2005; Wilson, 2005; Savini et al., 2008; Corti et al.,

2010).



2.1.- Transporte de vitamina C asociado a transportadores dependiente de

sodio (SVCTs).

Hasta la fecha se han clonado dos isoformas funcionales de los co-
transportadores sodio/ascorbato, denominados SVCT1 y SVCT2. Estos estudios se
realizaron en una genoteca de ADNc de rata y humano, a partir de la cual se definié
a SVCT1 como una proteina de 604 aminoacidos y a SVCT2 como una proteina de
592 aminoacidos, con un 65% de homologia con SVCT1 (Daruwala et al., 1999;
Tsukaguchi et al., 1999). Ambas proteinas presentan diferente distribucion en el
organismo de tal manera que el transportador SVCT1 se localiza principalmente en
tejidos epiteliales tales como intestino delgado, higado y riidn (Rice, 1999;
Tsukaguchi et al., 1999; Savini et al., 2008). Por otro lado SVCT2 se presenta en el
sistema endocrino, ojo, meninges y neuronas (Tsukaguchi et al., 1999; Castro et al.,
2001; Savini et al., 2008; Caprile et al., 2009). Ambos transportadores son estéreo-
especificos para el L-Ascorbato, dependientes de la temperatura y fuertemente
dependientes de un gradiente de Na* (Tsukaguchi et al., 1999). Ademas presentan
una alta afinidad para el transporte de AA con valores de Km que fluctuan entre 100-
300 uM para SVCT1 (Castro et al., 2008b; Savini et al., 2008) y de 20-60 uM para el
transportador SVCT2 (Castro et al., 2001; Savini et al., 2008). Recientemente, se
describidé una isoforma de SVCT2 que aparentemente jugaria un rol en la regulacion
del transporte. Esta consiste en una delecion de los dominios transmembrana 5, 6 y
parte del 4 de SVCT2, la cual no seria funcional para el transporte de AA. Sin

embargo, inhibiria fuertemente el transporte mediado por SVCT2 y en menor medida



de SVCTH1, actuando de esta manera como un dominante negativo del transporte de
AA (Lutsenko et al., 2004).

La importancia del transportador SVCT2 en la entrada de vitamina C al
cerebro, se ve reflejada en estudios realizados en ratones knockout para SVCT2.
Estos estudios revelan que SVCT2 es una proteina esencial para el transporte de
vitamina C hacia el cerebro y para la supervivencia perinatal, debido a que los
ratones homocigotos mueren dentro de pocos minutos después del nacimiento,
debido a defectos respiratorios y hemorragias cerebrales intraparenquimales (Sotiriou

et al., 2002).

2.2.- Transporte de vitamina C asociado a transportadores facilitativos de

glucosa (GLUTSs).

2.2.1- Aspectos generales de los transportadores de glucosa.

En mamiferos se conocen dos familias de transportadores involucradas en el
transporte de hexosas, la familia denominada GLUT (transporte facilitado) y la familia
denominada SGLT (transporte activo asociado a sodio) (Mueckler, 1994; Vannucci et
al., 1997; Augustin, 2010). Los GLUTs son proteinas integrales de membrana con
trece isoformas conocidas, GLUT1 a GLUT12 y HMIT (Thorens and MueckKler;
Mueckler, 1994; Augustin, 2010; Thorens and Mueckler, 2010). Los GLUTs
pertenecen a una superfamilia de proteinas transportadoras con 12 segmentos de

transmembrana, que incluye a transportadores de diferentes hexosas y otros
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Figura 3: Captacion de ambas formas redox de la vitamina C.

A. El AA es incorporado a través del los transportadores SVCT1 y SVCT2, es un
transporte de alta afinidad y dependiente de la gradiente electroquimica de Na*
(Wilson, 2005; Savini et al., 2008; Caprile et al., 2009). B. EI DHA es incorporado por
los transportadores GLUT1, 3 y 4; es un transporte facilitado y a favor de gradiente
de concentracion, de esta forma puede ocurrir en ambas direcciones (Wilson, 2005;
Savini et al., 2008; Corti et al., 2010).



compuestos con carbono (Joost and Thorens, 2001; Joost et al., 2002; Macheda et

al., 2005; Nualart et al., 2009).

La region carboxilo terminal es propia para cada isoforma y se encuentra
extremadamente conservada entre distintas especies (Mueckler, 1994; Augustin,

2010).

Las cinco primeras isoformas (GLUT1 a GLUT5) fueron descritas
originalmente como transportadores de glucosa, sin embargo, transportan otros
sustratos como fructosa, galactosa, agua y DHA (Nualart et al., 2003; Wilson, 2005).
A pesar de que las evidencias apuntan a moléculas multifuncionales, los GLUTs han
demostrado ser especificos en el estado de oxidacion e isdbmeros de las moléculas
que transportan, ya que no movilizan L-glucosa o acido ascorbico reducido (Wilson,

2005).

2.2.2.- Incorporacion de DHA a través de GLUTs.

Por anos el transporte de DHA no fue estudiado en profundidad, debido a que
en condiciones normales, el DHA se encuentra en un pequefio porcentaje en el
plasma sanguineo (<5%) (Rice, 2000). Sin embargo, estudios posteriores
determinaron que en ciertas condiciones patolégicas, como la neuroinflamacion, se
observa un aumento en los niveles transientes de DHA. Ademas, se determiné que la
forma oxidada de la vitamina C es incorporada a través del los transportadores de
glucosa GLUTs, debido a su semejanza estructural con la D-glucosa (Figura 1) (Vera
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et al.,, 1993; Wolf, 1996). Sin embargo, aun no se describen los mecanismos
regulatorios asociados a este transporte, o el efecto que esta forma de vitamina C
tiene sobre el metabolismo celular.

Se ha propuesto que la incorporacion de DHA es una via alternativa para
aumentar los niveles de vitamina C reducida intracelularmente. Esto implica que las
células deberian reducir el DHA incorporado, reaccion que se ha observado en
células endoteliales, musculares, condrocitos, células de la barrera hematorretinal y
astrocitos (May et al., 2001; Korcok et al., 2002; Korcok et al., 2003; May et al., 2003;

Catani et al., 2005; Wilson, 2005; May et al., 2006).

Hasta la fecha se ha descrito que solo las isoformas GLUT1, 3 y 4 son
capaces de transportar DHA con valores de Km de 1,1 mM, 1,7 mM y 0,98 mM,
respectivamente (Rumsey et al., 1997; Rumsey et al., 2000; Wilson, 2005). Es
importante sefalar que no se descarta que otras isoformas GLUTs sean capaces de
transportar DHA. De esta forma existen evidencias que sefalan que GLUT2, GLUTS
y GLUT10 (en ciertas condiciones) serian capaces de incorporar DHA. Sin embargo,
la caracterizacion de este proceso no ha sido descrita para estas tres isoformas de
transportador (Angulo et al., 2008; Lee et al., 2010).

Los datos cinéticos determinados para el transporte del DHA a través de los
transportadores GLUTs han sido determinados en estudios in vitro utilizando como
modelo Ovocitos de Xenopus laevis, existiendo a la fecha un numero limitado de
publicaciones que describen los parametros cinéticos del transporte del DHA en

células de mayor complejidad tales como astrocitos o glébulos rojos (Wilson, 2005).
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En relacién a los mecanismos regulatorios del transporte del DHA, no hay
publicaciones que describan como los diferentes estados de activacion celulares
afectan la incorporacién de DHA. Este aspecto es de gran importancia ya que en
condiciones fisiolégicas el DHA deberia competir con la glucosa por los
transportadores GLUTs y la relacion DHA/glucosa en el organismo es de 1/60, de
esta forma el transporte del DHA deberia ser despreciable (Wilson, 2005). Sin
embargo, se ha demostrado que algunos tipos celulares, como los astrocitos, son
capaces de incorporar altos niveles de DHA (Astuya et al.,, 2005). Resultados
similares han sido propuestos en eritroblastos humanos en desarrollo (Montel-Hagen
et al., 2008). Estas células son capaces de aumentar la afinidad por DHA al disminuir
la afinidad por glucosa. Este mecanismo ocurriria debido a la expresién de
estomatina, proteina que es capaz de interaccionar con el transportador GLUT1 y

cambiar su afinidad por glucosa.

2.3.- Liberacion de la vitamina C.

Existe un gran avance en el estudio de los mecanismos involucrados en la
captacién de la vitamina C en diferentes tipos celulares, y una amplia caracterizacion
cinética de los transportadores involucrados. Sin embargo existe poca informacion
detallada sobre la liberacion de la vitamina C de diferentes tipos celulares (Upston et
al., 1999; Wilson, 2005).

Respecto a la salida de AA hay varios modelos propuestos (Corti et al., 2010)

(Tabla 1). En primer lugar se ha observado liberacién de vitamina C en varios tipos
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celulares al incubar con glutamato extracelular, lo que ha llevado a proponer la
existencia de un heterointercambiador glutamato/ascorbato, sin que todavia se haya
demostrado la estructura de esta proteina (Grunewald, 1993). En segundo lugar, se
ha descrito la salida de AA a través de un transportador sensible al volumen celular.
Este parece ser el mecanismo utilizado por enterocitos, los que al realizar un
transporte transepitelial modifican su volumen celular, activando este transportador
localizado en la membrana basolateral (Furst et al., 2002). Un tercer modelo
propuesto es la salida de AA mediada por exocitosis en diversas glandulas exocrinas.
Entre estas se destaca la acumulacion de AA en granulos secretores de la glandula
parotida, en donde esta molécula actia como cofactor para la alfa-amidacion de
diversos productos generados en aquellos granulos (von Zastrow et al., 1986).
Ademas se ha propuesto la liberacion de AA a través de hemicanales formados por
conexinas. Este mecanismo ha sido planteado por un estudio que demostré que el
AA es capaz de pasar a través de los hemicanales de conexina 26 (Cx26). Sin
embargo, este estudio fue realizado en liposomas y por ende se desconoce la
importancia de esta via in vivo (Ahmad and Evans, 2002).

El dltimo mecanismo propuesto para explicar la liberaciéon de vitamina C,
plantea que células como las neuronas de la retina de pollo pueden liberar AA a
través de un transporte reverso de la proteina SVCT2 y que este eflujo seria
controlado por la presencia de glutamato, ya que la incorporacion de glutamato
generaria un cambio en el gradiente de Na* capaz de revertir la direccionalidad del

transportador SVCT2 (Tabla 1) (Portugal et al., 2009).
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Tabla 1: Mecanismos propuestos para la liberacion de vitamina C.

Mecanismo Descripcion Modelos Referencias
Liberacién de vitamina
Glutamato-ascorbato | Cenrespuestaa
P - Neuronas (Grunewald, 1993)

hetereointercambiador

glutamato, proteina no
identificada

Canales de aniones
organicos sensibles a
volumen

Apertura de canales en
respuesta a cambio de
volumen celular

- Células cromafines
- Astrocitos

- Linea neuronal SH-
SY5Y

- Células endoteliales

(Knoth et al., 1987;
Siushansian et al., 1997;
Upston et al., 1999; May
et al., 2006)

Exocitosis vesicular

Liberacidn en conjunto
con hormonas

- Glandula parétida de
rata
- Células cromafines

(Daniels et al., 1982; von
Zastrow et al., 1986)

Hemicanales de
Conexina

Difusidén de AA a través
de hemicanales de
conexina 43

- Liposomas

(Ahmad and Evans,
2002)

Transporte reverso
SVCT2

SVCT2 libera AA por
inversion en la
gradiente
electroquimica del Na*

- Neuronas retinales de
pollo

(Portugal et al., 2009)
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Respecto al eflujo de DHA no hay trabajos que lo caractericen. Sin embargo,
la bidireccionalidad de los transportadores GLUTs sugiere que la salida de DHA
podria ocurrir en aquellas células que tiendan a acumular este compuesto (Wilson,

2005; Corti et al., 2010).

3.- La vitamina C en el sistema nervioso central (SNC).

3.1.- Entrada de la vitamina C al cerebro.

Hace mas de tres décadas se postulé que el ingreso de vitamina C al cerebro
ocurre a nivel de la barrera constituida por los plexos coroideos, proceso que
involucra la existencia de un mecanismo de transporte activo y un componente de
difusion facilitada (Spector and Lorenzo, 1973). Posteriormente, estudios realizados
en cultivos bicamerales de plexos coroideos de porcino, han demostrado la
funcionalidad de SVCT2 en la cara basolateral de estas células. Sin embargo,
actualmente se desconocen los mecanismos involucrados en la salida de la vitamina
C desde la membrana apical de estas células hacia el LCR, donde alcanza una
concentracion 10 veces mayor a la concentracion plasmatica. La concentracion de
vitamina C en el LCR (400 uM) se mantiene en equilibrio con la del liquido
extracelular (LEC) del cerebro, principalmente porque existe difusién de esta vitamina

entre las células ependimarias.

15



3.2.- Distribucién de la vitamina C en el cerebro

En el tejido cerebral adulto la vitamina C se concentra en regiones como el
hipocampo, talamo, hipotdlamo y la corteza olfatoria. Por otra parte, las
concentraciones de vitamina C en el cerebro adulto estdan reguladas
homeostaticamente, con un recambio diario de un 2% por hora. Sin embargo,
durante periodos de déficit prolongados de este sustrato en la dieta, el cerebro actua
reteniendo altos niveles de ésta, con un recambio inferior a un 2% por dia (Hughes et
al., 1971; Spector and Lorenzo, 1973; Rice, 2000) (Rice, 2000; Hediger, 2002)
(Figura 4).

La vitamina C presente en el SNC alcanza una concentraciéon promedio de 2-3

mM, varias veces superior a la encontrada en el plasma (50 uM) (Rice, 2000). Dicha
concentracion es regionalmente dependiente, con altos niveles en las regiones
anteriores, como corteza cerebral e hipocampo y con niveles progresivamente
menores en regiones posteriores, como tronco cerebral (Rice, 1999, 2000).
Una vez dentro del cerebro, la vitamina C presenta una gran compartimentalizacion,
alcanzando concentraciones de 400 uM en el liquido cefalorraquideo (LCR), 200-300
uM en el parénquima cerebral, 10 mM en neuronas y 1 mM en astrocitos (Rice and
Russo-Menna, 1998; Rice, 2000).

La alta concentracién de vitamina C en ambos tipos celulares (astrocitos y
neuronas) se explica por la presencia de transportadores especificos, que actuan de
manera eficiente en la incorporacion de esta molécula al interior celular. En la

neurona se ha descrito la presencia del transportador SVCT2 (Castro et al., 2001) y
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el transportador GLUT3, siendo este capaz de transportar DHA (Mueckler, 1994;
Vannucci et al., 1997).

Respecto de la entrada de vitamina C al astrocito, se describié en un comienzo
que estas células expresaban el transportador SVCT2 y que la presencia de esta
proteina era la responsable de que estas células mantuvieran altos niveles de AA
intracelulares (Korcok et al., 2000). Sin embargo, estudios posteriores demostraron
que los astrocitos in situ no expresan el transportador SVCT2 y que son las
condiciones de cultivo las que inducen la expresion de este transportador (Berger
and Hediger, 2000; Astuya et al., 2005). Con estos antecedentes, se acepta que el
astrocito es una célula capaz de incorporar solo DHA in vivo, transporte que seria

realizado a través del transportador GLUT1.

3.3.- Liberacion de la vitamina C en el SNC.

Diversos estudios han analizado la liberacion de vitamina C en el sistema
nervioso central (SNC), pero hasta la fecha no se ha establecido el mecanismo
responsable de este proceso. En estos estudios se ha determinado que bajo diversas
condiciones, tales como la etapa del dia o la actividad neural del animal, se produce
una variacion en la cantidad de vitamina C presente en el liquido extracelular. Sin
embargo, no se ha definido si el aumento de vitamina C en el liquido extracelular
corresponde a una liberacion producida por neuronas o por células gliales (Milby et
al., 1981; O'Neill and Fillenz, 1985; Danbolt, 2001).

En estudios realizados in vivo en el cerebro de ratas, se ha determinado que la

liberacion de vitamina C es afectada por la presencia extracelular de glutamato, lo
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cual produce un aumento en los niveles extracelulares de la vitamina C. Una posible
explicacion para este fendmeno seria el efecto neuroprotector del AA frente a la
neurotoxicidad producida por glutamato (Milby et al., 1981; Rebec et al., 2005). El
glutamato es el aminoacido que se encuentra en mayor concentracion en el cerebro y
ademas es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC presentando una
concentracion que bordea los 5-15 mmol/Kg de peso (Danbolt, 2001; Nedergaard et
al., 2002). Debido a la importancia de esta molécula, existen numerosos estudios que
describen el efecto de este aminoacido sobre la liberacion de vitamina C al medio
extracelular.

El mecanismo propuesto para explicar la liberacion de vitamina C inducida por
glutamato, es la existencia de un intercambiador glutamato/ascorbato (Grunewald,
1993). Sin embargo, se ha establecido que ambos procesos son independientes y
que la liberacion de AA inducida por glutamato seria consecuencia del aumento de
volumen intracelular, lo que activaria a los canales de aniones organicos sensibles a
volumen (VSOACs) (Tabla 1) (Siushansian et al., 1996; Siushansian et al., 1997,
Wilson et al., 2000; Wilson, 2005).

Diversos estudios sugieren que los astrocitos serian los responsables de
liberar vitamina C frente a la presencia de glutamato en el medio extracelular (Tabla
1) (Siushansian et al., 1996; Siushansian et al., 1997; Wilson et al., 2000; Wilson,
2005). En estos estudios se trabajo con cultivos primarios de astrocitos los cuales al
ser incubados con glutamato producen un aumento en la concentracién de vitamina
C extracelular. Este efecto es inhibido por agentes que bloquean la captacién de
glutamato y por inhibidores de los VSOACs (Siushansian et al., 1996; Wilson et al.,

2000; Song et al., 2002; Wilson, 2005).
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3.4.- Reciclaje de la vitamina C en el cerebro.

La idea del reciclaje de la vitamina C a nivel cerebral surge de la observacién
que en condiciones de deficiencia nutricional de vitamina C, lo que lleva a la pérdida
masiva del AA de todos los 6rganos y células del organismo, sin embargo, las
concentraciones de AA cerebral se mantienen altas por un mayor periodo de tiempo
(Hughes et al., 1971; Englard and Seifter, 1986). Esto indica que el cerebro es el
organo con mayor capacidad de retencidn de AA, o en otras palabras, es el 6rgano
que recicla el DHA de forma mas eficiente (Hediger, 2002).

Los astrocitos serian las células encargadas de captar y reducir el DHA
extracelular. ElI AA generado en los astrocitos seria liberado al espacio extracelular
para quedar nuevamente a disposicion de la neurona, célula que utiliza al AA como el
principal agente antioxidante (Wilson et al., 2000; Castro et al., 2001; Wilson, 2005).
El modelo de reciclaje de la vitamina C involucra un acoplamiento astrocito-neurona y
una serie de procesos que aun no se comprenden en su totalidad (Figura 4).
Ademas, no hay publicaciones que describan la regulacién de este proceso ni la

importancia que tendria este fendmeno en condiciones de estrés oxidativo.

4.- Importancia del reciclaje de la vitamina C para el metabolismo cerebral.

El reciclaje de la vitamina C mediante la interaccion astrocito-neurona implica la
participacion de una serie de moléculas de gran importancia para el funcionamiento

normal del cerebro, tales como GSH y glutamato, las cuales a su vez son capaces de
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interaccionar con multiples vias metabdlicas que regulan el funcionamiento normal de
las células. De esta forma nos interesé analizar el posible efecto del reciclaje de la
vitamina C sobre el metabolismo energético del cerebro, principalmente sobre el
metabolismo de la glucosa. Considerando estudios previos de nuestro laboratorio,
que describen que la acumulaciéon de AA es capaz de inhibir la captacion de un
analogo estructural de la glucosa y que este efecto es observado solo en neuronas y
no en astrocitos. En esta direccidén no existen antecedentes que describan la relacion
entre el reciclaje de la vitamina C, niveles de DHA, metabolismo energético y el

efecto de glutamato sobre esta red de rutas metabdlicas (Figura 5).

4.1- Relacion entre el reciclaje de vitamina C, niveles de glutamato y

metabolismo glucolitico.

Diversos estudios han determinado que la vitamina C es capaz de actuar
como un neuromodulador de diversos neurotrasmisores y nuestro laboratorio ha
sefalado evidencia de que la vitamina C tendria un rol como regulador metabdlico en
neuronas corticales (Castro et al., 2007; Castro et al., 2008a; Castro et al., 2009).
Con estas evidencia podemos concluir que la vitamina C esta involucrada en una

serie de procesos celulares.
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Figura 4: Modelo de reciclamiento de la vitamina C.

El reciclaje de la vitamina C entre neurona-astrocito involucra la captacion especifica
de AA (mediado por SVCT2) por parte de las neuronas y la de DHA por parte de los
astrocitos. Se ha postulado que el AA presente en las neuronas es oxidado a DHA
producto del alto metabolismo oxidativo de estas células. El DHA generado saldria de
la neurona a través del transportador GLUT3. ElI DHA extracelular podria ser
incorporado por los astrocitos via GLUT1. En el interior de los astrocitos, el DHA
seria reducido a AA, para ser liberado y quedar nuevamente a disposicion de las

neuronas.
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4.1.2- Interaccidén entre los niveles de vitamina C y transmisiéon glutamatérgica.

Glutamato, el principal neurotransmisor excitatorio del SNC, afecta
profundamente la actividad neuronal mediante la interaccion especifica con
receptores metabotropicos e ionotrépicos (Danbolt, 2001). Las concentraciones
fisiologicas de glutamato fluctuan entre 20 uM en condicion de reposo y 10 mM en
condicion de actividad sinaptica (Nedergaard et al., 2002). En condiciones cerebrales
normales, las concentraciones toxicas de glutamato son 2prevenidas gracias a la
rapida re-captaciéon de esta molécula por los astrocitos. El glutamato incorporado por
los astrocitos es transformado a glutamina, molécula que es liberada por los
astrocitos espacio extracelular desde donde es captada por la neuronas célula que
utiliza la glutamatina como precursor para la sintesis de glutamato (Danbolt, 2001;
Nedergaard et al., 2002).

La relacion entre la vitamina C y el metabolismo del glutamato surge de
experimentos in vivo donde se demostrdé que la actividad glutamatérgica cerebral es
acompanada por un aumento en los niveles extracelulares de vitamina C,
posiblemente para impedir el dafio oxidativo. Ademas se ha descrito que glutamato
estimula la liberacién de vitamina C desde los astrocitos (Figura 5A), (Milby et al.,

1981; O'Neill and Fillenz, 1985; Rebec and Pierce, 1994).
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Figura 5: Interaccion entre el reciclamiento de vitamina C, glutamato y

metabolismo glucolitico.

A. En condiciones de actividad glutamatérgica sostenida, el aumento del glutamato
extracelular favoreceria un microambiente oxidativo y la oxidacién del AA a DHA.
Ademas, se ha descrito que la presencia de glutamato estimula la liberacién de
vitamina C desde los astrocitos, no describiéndose hasta la fecha si afecta otros
procesos implicados en el reciclaje de la vitamina C, tales como captacién o
reduccion del DHA en astrocitos. B. El AA es capaz de modular la captacion de 2-
DOG en neuronas en cultivo, durante la transmision glutamatérgica. El AA liberado
desde los astrocitos por accion del glutamato es incorporado por las neuronas
vecinas, esta acumulacién inhibiria la incorporacién de 2-DOG mediada por GLUT3 y
por ende la vitamina C modularia el metabolismo energético neuronal, ya que las
neuronas no podrian utilizar a la glucosa como principal fuente de energia y
metabolizarian en su lugar al lactato generado y liberado por los astrocitos (Pellerin
and Magistretti, 1994).
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4.1.3- Efecto de la vitamina C sobre el metabolismo energético cerebral

Como se menciond anteriormente, la actividad sinaptica se encuentra
fuertemente relacionada con el metabolismo energético del cerebro. En experimentos
in vivo, mediante el uso del método de desoxiglucosa autorradiografico, se ha
demostrado una estrecha relacién entre la actividad funcional y el consumo local de
glucosa por el tejido nervioso (Yarowsky et al., 1983; Gross et al., 1985). Por
consiguiente, las fluctuaciones en la concentracién extracelular de AA, no tan sélo se
relacionarian con la actividad sinaptica cerebral, sino que también con el
metabolismo energético del cerebro, en particular, con la utilizacion de glucosa
cerebral.

Nuestro laboratorio ha descrito que la acumulacion de AA intracelular en
neuronas es capaz de inhibir la incorporacion de 2-DOG en estas células. En estas
condiciones las neuronas comenzarian a utilizar lactato como fuente energética. El
lactato seria producido y exportado por los astrocitos para mantener el balance
energético en las neuronas (Figura 5 B) (Magistretti et al., 1994; Pellerin and
Magistretti, 1994; Allaman et al., 2011).

Paralelamente, se ha demostrado que el DHA seria capaz de afectar
directamente el metabolismo glucolitico actuando como un inhibidor competitivo para
diversas enzimas, destacando su accion sobre la HK. Se ha demostrado que altas
dosis de DHA serian capaces de inhibir completamente y de forma irreversible a la
HK humana de tipo | (Fiorani et al., 1996; Fiorani et al., 2000). Este resultado es de

gran importancia ya que la HK cumple un rol clave en el metabolismo de la glucosa,
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pues es la enzima encargada de generar glucosa-6-fosfato, molécula con la cual se
originan 3 importantes rutas metabdlicas, glicdlisis, via de las pentosas fosfato (PPP)
y formacién de glicogeno. La via de las pentosas fosfato (PPP), via metabdlica
mediante la cual se genera el cofactor NADPH, molécula vital para la defensa
antioxidante. Pocos estudios han analizado la regulacién de esta via en el SNC y los
estudios disponibles han analizado la importancia de PPP en neuronas, no existiendo
informacion detallada en astrocitos u otras células gliales. Sin embargo, estudios
realizados in vitro en la linea celular Jurka T, han demostrado que la incubacién de
las células con DHA provoca un aumento en la actividad PPP, principalmente por un
aumento en la actividad de la enzima G6PDH (Puskas et al., 2000; Bolafos et al.,
2007; Bolafios et al., 2008).

Por ultimo la HK al generar glucosa-6-fosfato da inicio a la glicélisis. Sin lugar
a dudas, es la ruta metabdlica mas estudiada y comprendida ya que mediante ésta
se genera el piruvato, molécula principal para iniciar el ciclo de Krebs y por ende para
generar los cofactores necesarios para la fosforilacidn oxidativa y generacion de
ATP. Pese a la importancia de esta ruta y al extenso analisis al que ha sido sometida,
aun no se comprende en su totalidad los mecanismos regulatorios que la afectan ni
como esta via es regulada en el SNC y en patologias como el Alzheimer o cancer
(Herrero-Mendez et al., 2009; Israelsen and Vander Heiden, 2010; Vaishnavi et al.,
2010; Vander Heiden et al., 2010).

Pese a que se describid el efecto del DHA sobre la HK no hay estudios que
describan el efecto del DHA sobre el metabolismo de la glucosa en el cerebro.

Con lo expuesto anteriormente, queda claro que la vitamina C tendria un rol

importante en el cerebro, ya que funcionaria como el principal antioxidante de las
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neuronas, regularia indirectamente los niveles de otros agentes antioxidantes como
el GSH. Ademas la vitamina C podria regular la accién de el neurotrasmisor
excitatorio mas importante del SNC, el glutamato y por ultimo podria regular

fuertemente el metabolismo glucolitico de neuronas y células gliales (Figura 5).
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Il.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA EN ESTUDIO.

El cerebro mantiene altos niveles de vitamina C, incluso en condiciones de
déficit nutricional, lo cual es una ventaja que no poseen otros érganos (Hughes et al.,
1971; Englard and Seifter, 1986). Esta alta capacidad de retener la vitamina C ha
sido explicada por la existencia de un acoplamiento entre neuronas y astrocitos que
permitiria reciclar la vitamina C (Hediger, 2002). En el reciclaje de la vitamina C el
astrocito cumpliria un importante rol, pues seria la célula encargada de captar y
reducir el DHA desde el espacio extracelular, para impedir el efecto toxico sobre las
neuronas (Song et al., 2001; Song et al., 2002). Existen diversos estudios funcionales
que describen la captacion del DHA en astrocitos (Siushansian and Wilson, 1995;
Siushansian et al., 1996; Siushansian et al., 1997), sin embargo, estos analisis han
sido realizados utilizando como modelo astrocitos mantenidos en cultivo por largos
periodos de tiempo, los cuales no representarian fielmente el comportamiento de
estas células en el cerebro in vivo. Ademas, estos estudios no describen de forma
detallada el transporte del DHA ni tampoco como cambia éste a lo largo de la
maduracién glial. EI DHA captado por los astrocitos provendria de la oxidacién previa
del AA, el cual seria liberado desde las neuronas y oxidado en el espacio
extracelular. La regulacién de este proceso sigue siendo un aspecto desconocido.
Sin embargo, se ha postulado que glutamato podria modular este fenémeno ya que
un aumento en la actividad glutamatérgica se correlaciona con un alza en los niveles
de vitamina C extracelulares, no describiéndose la forma redox liberada (O'Neill and

Fillenz, 1985; Rebec and Pierce, 1994; Rebec et al., 2005). Ademas, se ha

28



determinado que la presencia de glutamato genera un micro ambiente oxidativo
debido al aumento en la producciéon de ROS (Coyle and Puttfarcken, 1993; Danbolt,
2001; Nedergaard et al., 2002). Estos agentes oxidantes acelerarian la oxidacion del
AA y por lo tanto, un aumento en los niveles de DHA. En estas condiciones el
astrocito captaria mayor cantidad de DHA para evitar el dafo generado por éste
manteniendo el balance redox del cerebro.

Una etapa fundamental en el reciclaje de la vitamina C es la capacidad del
astrocito para generar AA a partir del DHA incorporado, para luego liberar el AA al
espacio extracelular (Siushansian and Wilson, 1995; Siushansian et al., 1996;
Siushansian et al., 1997). Se ha postulado que la reduccién del DHA seria mediada
por GSH (Dringen, 2000a; Daskalopoulos et al., 2002; Dringen and Hirrlinger, 2003;
Kim et al., 2005; Kim et al., 2008). Sin embargo, esta afirmacion es controversial ya
que algunos autores cuestionan el papel del GSH (Kim et al., 2005; Kim et al., 2008).
Por ende la reduccién del DHA y liberacion de AA por parte de los astrocitos seria
clave para mantener el balance redox en neuronas.

Considerando los datos que describen la relacion entre la vitamina C y el
metabolismo energético celular, se postula que el reciclaje de la vitamina C de forma
directa o indirecta es capaz de modular el metabolismo energético de neuronas y
astrocitos. La regulacién del reciclaje de la vitamina C por glutamato, el efecto del
protocolo de cultivo de astrocitos y el efecto del la vitamina C sobre el metabolismo

energético de astrocitos y neuronas fue abordado en la presente tesis doctoral.
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lil.- HIPOTESIS

La vitamina C es el antioxidante mas importante del cerebro, funcion que es
fundamental debido a que este 6rgano es muy sensible al dafio generado por
agentes oxidantes. Por esta razdn es importante que el cerebro regule estrictamente
los niveles de vitamina C por medio del reciclamiento de esta molécula, generado por
la interaccién de astrocitos y neuronas. El reciclaje de la vitamina C podria afectar el
metabolismo energético de estas células, debido al efecto intracelular de AA y DHA.
Glutamato también estaria involucrado en la regulacién de este proceso, sobre todo
en la salida de vitamina C del astrocito.

En base a lo anteriormente planteado, nuestra hipétesis postula que:

“El reciclamiento de vitamina C en el sistema nervioso central cambia el

metabolismo energético de astrocitos y neuronas, efecto que es modulado por

glutamato”.

30



1. Objetivo general

Definir el efecto de DHA y glutamato en el metabolismo y reciclamiento de vitamina C

en astrocitos y neuronas

2. Objetivos especificos

1.- Evaluar en astrocitos la expresion de transportadores de glucosa y la captacion de

glucosa/DHA y su modulacién por glutamato en astrocitos.

2.- Analizar el efecto de vitamina C y glutamato en el metabolismo de astrocitos.

3.- Analizar el efecto de DHA y glutamato en el metabolismo neuronal.
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IV.- MATERIALES Y METODOS

1.- Animales de experimentacion.

En esta tesis se utilizaron ratas Sprague-Dawley embrionarias de 17 dias de
gestacion y de 1 dia postnatal. Los animales se mantuvieron en condiciones
controladas de temperatura 20-25°C, fotoperiodo 12/12 horas luz/oscuridad,
recibieron acceso libre al agua y fueron alimentados diariamente. Todos los animales
de experimentacion se manejaron segun las normas de bioética del National
Institutes of Health, Bethesda, MD y por el manual de Bioseguridad (2008) de

CONICYT.

2.- Cultivos celulares.

Los cultivos celulares fueron realizados en una incubadora a 37°C, 5% de CO,
y 95% de humedad. Los procedimientos de obtencion y expansién celular fueron
realizados en un gabinete de seguridad biolégica nivel Il y las células fueron

almacenadas por congelamiento con DMSO 5% v/v en nitrégeno liquido.

2.1.- Cultivos primarios de astrocitos corticales. Los cultivos primarios de
astrocitos fueron preparados a partir de ratas de 1 dia post natal, las cuales fueron
sacrificadas por dislocacion cervical para la obtencion del cerebro. El cerebro

extraido fue mantenido en tampoén de diseccion (glucosa 2 mM, sacarosa 44 mM,
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HEPES 10 mM, NaCl 135 mM, KCI 5 mM, Na;HPO,4 0,15 mM, KH,PO,4 0,2 mM, pH
7,4). Posteriormente, utilizando lupa estereoscépica se extrajeron las cortezas
cerebrales y se eliminaron las meninges, todo el proceso es llevado a cabo a una
temperatura de 4°C.

Las cortezas extraidas fueron cortadas en pequefios trozos y mantenidas en
tampdn de diseccidon. Luego se sometieron a disgregacién enzimatica por 15 min a
37°C en presencia de tripsina 0,25% p/v (Gibco) y EDTA 0,20% p/v (Sigma) y
posteriormente sometidos a disgregacion mecanica en solucion MEM suplementado
con 10% v/v de SBF (Gibco), glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL, estreptomicina
100 pg/mL, glucosa 2 mM y fungizona 2.5 pg/mL.

Posteriormente, se realizé el recuento y estimacién de la viabilidad celular, por
el método de exclusion con azul de tripan 0.2% p/v. Las células obtenidas fueron
sembradas en placas de cultivo a una densidad aproximada de 2x10* células/cm?. Se
realizd el primer cambio de MEM, suplementado con 10% v/v de SBF, glutamina 2
mM, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 ug/mL y fungizona 2.5 ug/mL, alas 4 h
de realizada la diseccidn para retirar los restos generados por el proceso de
diseccion. Posteriormente, el medio de cultivo suplementado fue cambiado cada 48
h. Los astrocitos fueron mantenidos en cultivo por 7, 15 y 30 dias, luego de los cuales

se utilizaron para realizar los experimentos pertinentes.

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

diseccionada bajo lupa estereoscédpica, previa eliminacion de las meninges, este
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proceso se llevo a cabo en tampdn de diseccidon mantenido a 4°C. Posteriormente,
el tejido se sometio a disgregacion enzimatica por 15 min a 37°C en presencia de
tripsina 0,25% p/v (Gibco) y EDTA 0,20% p/v (Sigma), y luego a disgregacion
mecanica en una solucion de plantado MEM (Gibco) suplementada con 10% de
SBF (Gibco), glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml y
fungizona 2,5 pg/ml (Gibco). El tejido disgregado se resuspendio en la solucién de
plantado. El recuento y la estimacion de la viabilidad celular fueron realizados por
el método de exclusiéon con azul de tripan 0,2% p/v. Las células obtenidas se
sembraron en placas de cultivo de 12 y 24 pocillos (Corning Costar), cubiertos
previamente con poli-L-lisina 0,2 mg/ml (SIGMA), a una densidad aproximada de
2x10° células/cm? por 30 min, al cabo de los cuales se reemplazé el medio de
cultivo por medio Neurobasal (Gibco) suplementado con B27 (Gibco), glutamina 2
mM, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 mg/mL y fungizona 2,5 mg/mL. Las
células fueron mantenidas en cultivo por 5 dias, al cabo de los cuales se utilizaron

para los experimentos pertinentes.

2.3.- Cultivo de células C6. Las células de la linea celular C6 son derivadas de
un glioma de rata (ATCC: CCL-107). Las células fueron mantenidas en cultivo
utilizando medio D-MEM (Gibco) suplementado con 5% v/v de SBF (Gibco),
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml, glutamina 2 mM y fungizona 2,5
pg/ml (Gibco). Las células fueron mantenidas en placas Petri de 10 cm de
diametro (Falcon) con 10 mL de medio de cultivo y con cambios de medio cada 2
dias. Cuando las células en cultivo alcanzaron un 85% de confluencia, fueron

expandidas en una proporcion de 1:10. El recuento y la estimacion de la viabilidad
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celular fue realizada por el método de exclusion con azul de tripan 0,2% p/v Para
los experimentos de transporte y metabdlicos se sembraron a una densidad de
2x10* células/cm? y fueron mantenidas en cultivo por 24 h antes de realizar los

experimentos pertinentes.

3.- Analisis inmunocitoquimico.

3.1.- Analisis inmunocitoquimico de células en cultivo. Para estos estudios los
astrocitos fueron cultivados en placas de 12 pocillos a una concentracién de 2x10*
células/cm?, el mismo protocolo se utilizé para las células C8, las neuronas fueron
cultivadas en cubreobjetos de vidrio recubiertos con poli-L-lisina (Sigma).

Para comenzar el analisis todas las células fueron lavadas en tampoén
fosfato 0,1 M, pH 7,8 (320 mOsm) y fueron fijadas durante 30 min en
paraformaldehido al 4% (Merck) preparado en el mismo tampodn. Posteriormente,
se permeabilizaron las células con Tritdbn X-100 (Sigma) al 0.2% por 10 min, y se
incubaron con el primer anticuerpo (Tabla 1) diluido en tampén Tris-fosfato 10 mM
(pH 7,8) BSA 1%, en camara humeda durante toda la noche. Una vez transcurrido
este tiempo, los preparados se lavaron tres veces por 10 min en tampdn Tris-
fosfato 10 mM (pH 7,8) con BSA al 1% y se incubaron con el segundo anticuerpo
(Tabla 2) marcado con un fluoréforo durante 2 h, para realizar marcaje nuclear se
utilizé6 TOPRO-3 (Invitrogen) 1 mM, el cual fue incubado junto con el segundo
anticuerpo. Una vez realizado los lavados correspondientes se realizé el montaje
con solucién liquida de montaje (DAKO). Como control negativo se utilizé el mismo

procedimiento pero en ausencia del primer anticuerpo.
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Tabla 2: Anticuerpos primarios utilizados

Anticuerpo Especie Dilucién
Anti-Cx43 Conejo 1/300
Anti-GFAP Conejo 1/200
Anti-GLUT1 Conejo 1/100
Anti-GLUT3 Conejo 1/50
Anti-MAP2 Raton 1/50
Anti-Nestina Ratén 1/100
Anti-SVCT2 Cabra 1/50
Anti-Tubulina, Raton 1/1000
Anti-Vimentina Ratén 1/1000

Tabla 3: Anticuerpos secundarios utilizados

Anticuerpo Especie Dilucién Origen
Anti-lgG cabra-Cy2 Burro 1/200 Jackson Immunoresearch
Anti-lgG cabra-Cy3 Burro 1/200 Jackson Immunoresearch
Anti-lgG cabra-HRP | Conejo 1/200 Jackson Immunoresearch
Anti-lgG conejo-Cy2 | Burro 1/200 Jackson Immunoresearch
Anti-lgG conejo-Cy3 | Burro 1/200 Jackson Immunoresearch
Anti-lgG conejo-HRP | Cabra 1/200 Jackson Immunoresearch
Anti-lgG ratén-Cy2 Burro 1/200 Jackson Immunoresearch
Anti-lgG ratén-Cy3 Burro 1/200 Jackson Immunoresearch
Anti-lgG ratén-HRP Cabra 1/200 Jackson Immunoresearch




3.2.- Microscopia confocal. Las imagenes (1024 x 1024 x 8 bits) fueron
obtenidas en un microscopio Eclipse TE2000-U-C138 (Nikon), equipado con un
sistema confocal compuesto por laseres de argdén (488 nm) y de helio-nedn (543 y

633nm).

3.3.- Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en muestras
inmunocitoquimicas. La cuantificacion de la inmunofluorescencia de los
marcadores utilizados se realizé en fotografias tomadas al alzar de experimentos
inmunofluorescencia en células tratadas con los anticuerpos respectivos y tefidas
con la tincién de contraste nuclear TOPRO-3 (Invitrogen). En cada muestra, se
tomaron 10 campos en los cuales se cuantifico la sefial de reaccion positiva y se
calculé la expresion relativa del marcador en los diferentes periodos de cultivo. Los
resultados corresponden al promedio = desviacion estandar de 3 experimentos
independientes. Los datos fueron analizados estadisticamente utilizando el programa

Graph Pad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

4.- RT-PCR convencional.

4.1.- Extraccion de ARN total. Se extrajo ARN total desde los cultivos primarios de
astrocitos y neuronas. El ARN fue extraido homogenizando las muestras en 500 pL
de Trizol® e incubandolas por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las
muestras fueron tratadas con 100 pL de cloroformo, agitadas por 15 segundos e

incubadas a temperatura ambiente por 3 min. Luego las muestras fueron
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centrifugadas a 12,000 xg por 15 min a 4°C, para separar las fases. Una vez
recuperada la fase acuosa, se agregaron 250 pL de isopropanol a cada muestra, las
que fueron incubadas por 10 min a temperatura ambiente y luego centrifugadas a
12.000 xg por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y el pellet fue lavado con
500 uL de etanol 70% v/v y centrifugado a 7,500 xg por 5 min a 4°C. El sobrenadante
fue eliminado y el pellet fue resuspendido en 20 uL de agua libre de ARNsa. El ARN
total fue cuantificado midiendo su absorbancia a 260 nm y su pureza se midié por la

relacion 260/280 nm.

4.2.- Transcripcion reversa del ARN total (RT). La sintesis de cADN fue realizada
utilizando el RevertAid® H Minus First Strand cADN Synthesis Kit (Fermentas). Para
un volumen final de 20 pl, se incubaron 2 ug del ARN total de las muestras con 0,5
Mg de OligodT, denaturado a 70°C por 5 min y llevado a hielo por 2 min.
Posteriormente, se agrego el tampdn de transcripciéon (Tris-HCI 50 mM, pH 8,3, KCI
50 mM, MgCl, 4 mM, DTT 10 mM), la mezcla de dNTPs (1 mM de cada uno) y 20 U
del inhibidor de ARNsa, esta mezcla fue incubada por 5 min a 37°C. Finalmente, se
agregaron 200 U de la enzima transcriptasa reversa RevertAid® H Minus M-MuLV y
se incubo por 1 h a 42°C. Al finalizar la reaccién la muestra fue calentada a 70°C por
10 min. Los controles negativos para la amplificacion de las muestras fueron tratados

con el mismo protocolo de transcripcién, pero sin la enzima transcriptasa reversa.

4.3.- Amplificacion del cADN por PCR. La reaccion de amplificacion del cADN
obtenido se realiz6é en un termociclador Mastercycler (Eppendorf) en presencia de los

distintos partidores especificos (Tabla 3). La mezcla de reaccion contenia Tris-HCI
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10mM (pH 8,8), KCI 50 mM, Nonidet P40 0,8% v/v, MgCl; 1,5 mM, mezcla de dNTPs
(0,2 mM de cada uno), partidores especificos (0,2 uM de cada uno), Taqg ADN
polimerasa 0,31 U (Fermentas) y 1 uL del producto de transcripcidn reversa, en un
volumen final de 12,5 uL. La mezcla fue incubada inicialmente a 95°C por 5 min,
luego se realizaron 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 52-60°C (dependiendo de los
partidores usados) por 30 segundos y 72°C por 30 a 40 segundos, por ultimo se
realizé una extensién final de 72°C por 7 min. Todos los cADNs utilizados fueron
testeados con partidores especificos para p-actina. Los partidores utilizados para
amplificar los distintos genes fueron disefiados utilizando el programa Oligo Primer®,
teniendo en cuenta su Tm, el porcentaje de GC y la formacion de dimeros y loops
(Tabla 3). Ademas, en algunos casos cada partidor se encuentra en un exon distinto
por lo que a lo menos se flanquea un intrén, siendo esto un control para la

amplificacion de ADN gendmico contaminante.
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Tabla 4: Partidores utilizados para RT-PCR convencional y qRT-PCR.

Nombre Partidor 5° (5'—3) Partidor 3° (5'—3) P“(’;'L‘)"m
Ciclofilina TGGAGATGAATCTGTAGGAGGAG TACCACATCCATGCCCTCTAGAA 382
GFAP CTCAATGCTGGCTTCAAGGAGA GACGCAGCGTCTGTGAGGTC 350
GLUT1 CATGTATGTGGGGGAGGTGT GACGAACAGCGACACCACAG 559
GLUT3 GGGCATGATTGGCTCTTTTT GGGCTGCGCTCTGTAGGATA 386
B-Actina GCTCGTCGTCGACAACGGCTC CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC 353
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4.4.- Electroforesis en geles de agarosa. Para la identificacion de los productos de
PCR se prepararon geles de agarosa 1,2% p/v en tampdn TAE (Tris-acetato 40 mM,
EDTA 1 mM) y bromuro de etidio 0,2 pg/mL. Se utilizé6 tampon de carga 6X que
contenia glicerol 30% v/v, azul de bromofenol 0,5% p/v en tampdén TE (Tris-HCI 10
mM pH 8,0, EDTA 1 mM). Como estandar de peso molecular se sembraron 0,5 ug de
un estandar de 100 pares de bases. Los geles fueron sometidos a un campo eléctrico
de 100 V por 30 min en tampdén TAE en una camara de electroforesis. Los
fragmentos de ADN en el gel fueron visualizados por el bromuro de etidio, en un
transiluminador de luz ultravioleta. Las imagenes de los geles se obtuvieron en el

equipo Molecular Imagen FX (Bio-Rad).

5.- RT-PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR). Este ensayo fue realizado en
muestras obtenidas desde cultivos primarios de astrocitos y neuronas. Para ello, la
extraccion del ARN total y la transcripcion reversa fueron realizadas de la misma
forma que para el RT-PCR convencional. La cuantificacion del ARNm de GLUT1 y
GLUT3 fue realizada en forma relativa al gen de referencia ciclofilina. Para la
cuantificacion se adaptaron los protocolos utilizados para los partidores de RT-PCR
convencional (Tabla 3) y se aplico el kit “Brilliant ® SYBR ® Green QPCR master
mix” (Stratagene, Cedar Creek, Texas) que utiliza SYBR green para la deteccién de
amplicones. Se utilizé el termociclador MX3005P (Stratagene). Las muestras de ARN
fueron obtenidas por triplicado y las sintesis de cADN se realizaron a partir de 1 ug
de ARN. Se realizaron curvas de calibracion, con diluciones seriadas, de una de las

muestras para determinar la eficiencia de cada una de las reacciones. La
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cuantificacion se realizé comparando el numero de ciclos requeridos para amplificar
cada gen sobre el ciclo umbral (Ct) en relacion al numero de ciclos requeridos para
amplificar un gen de referencia sobre su umbral. Como gen endégeno se comparoé la
expresion de ciclofilina para asegurar que no hay variaciones del gen de referencia.
Los resultados fueron expresados aplicando el método AACts en los cuales la
cantidad de ARN fue expresado como veces sobre los astrocitos mantenidos en

cultivo por 7 DIV.

6.- Ensayos de inmunodeteccion de proteinas

6.1.- Obtencion de extractos de proteinas totales. Las células en cultivo, astrocitos
y neuronas, fueron extraidas y homogenizadas con 3 volumenes de solucién de
homogenizacion (sacarosa 0,3 M, DTT 3 mM, aprotinina 2 ug/ml, pepstatina A 1
pg/ml, leupeptina 2 pug/ml, EDTA 1 mM y PMSF 100 pg/ml). Luego las células
homogenizadas fueron sonicadas a 4°C y posteriormente centrifugadas por 10 min a
8.000 g a 4°C y el sobrenadante resultante se conservé a -80°C. La concentraciéon de
proteinas fue cuantificada por el método de Bradford (Bio-Rad) midiendo su

absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro.

6.2.- Electroforesis en gel de poliacrilamida y electrotransferencia. Para resolver
las proteinas de interés, se utilizaron geles en gradiente de 5 a 15% v/v de
acrilamida/bisacrilamida. El gel separador fue preparado utilizando dos mezclas, una
que contenia acrilamida-bisacrilamida 5% p/v y otra 15% p/v, ademas de SDS 0,4%

p/v, TEMED 0,1% v/v y persulfato de amonio 0,02% p/v, preparados ambos en
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tampdn Tris-HCI 750 mM (pH 8,8). El gel espaciador fue preparado utilizando una
mezcla acrilamida/bisacrilamida 5% p/v, SDS 0,5% p/v, TEMED 0,1% v/v y persulfato
de amonio 0,02% p/v, preparado en tampén Tris-HCI 60 mM (pH 6,8). Como tampdn
de corrida se utilizé6 un tampdn Tris-glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%
p/v, pH 6,8). Se sembraron 80 a 100ug de extractos de proteinas diluidas en tampdn
de carga 5X (Tris-HCI 250 mM, pH 6,8, SDS 4% plv, glicerol 20% viv, B-
mercaptoetanol 1,25 M, azul de bromofenol 0,04% p/v). Se aplicd un voltaje de 100 V
al gel montado en la camara de electroforesis por 6 h aproximadamente. Las
proteinas del gel resultante fueron transferidas a membranas de fluoruro de
polivinilideno Immobilon-P®. Para esto, el gel fue puesto en contacto con la
membrana en una camara de electrotransferencia en presencia de tampoén Tris-HCI
25 mM (pH 8,8), glicina 192 mM y metanol 20% v/v. La electrotransferencia fue

realizada a 80 mA durante 14-16 h a temperatura ambiente.

6.3.- Inmunodeteccion de las proteinas. Una vez realizada la transferencia se tifid
la membrana con una solucion de rojo Ponceau-S 0,2% p/v para confirmar la correcta
transferencia de las proteinas a la membrana. Posteriormente, la membrana fue
bloqueada con leche descremada 5% p/v en tampdn TBS (NaCl 150 mM, Tris 10
mM, pH 7,4) y Tween-20 0,05% v/v (TBS-TL) durante 1 h. Luego, las membranas
fueron incubadas con el primer anticuerpo (Tabla 1), diluido en TBS-TL por 12 h o en
tampdén TBS (NaCl 150 mM, Tris 10 mM, pH 7,4)-Tween 20 0,5%-BSA 3%-Azida 0,1-
0,05% (TBS-TBA), con agitacién suave a temperatura ambiente. Posteriormente, la
membrana fue lavada con TBS-T y bloqueada con TBS-TL. Luego, la membrana fue

incubada por 2 h con un segundo anticuerpo anti-lgG conjugado con peroxidasa
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diluido en TBS-TL (Tabla 2). Una vez finalizada la incubacién, la membrana fue
lavada con TBS-T y luego revelada con un sistema de deteccion quimioluminiscente
(SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce 6 Western Lightning
Plus-ECL, PerkinElmer), incubando la membrana durante 1 6 5 minuto en el reactivo
respectivo. La emision de luz por parte de la peroxidasa acoplada a los anticuerpos
secundarios fue captada por exposicion de la membrana a una pelicula fotografica.
La pelicula fotografica fue expuesta a la membrana por aproximadamente 1 a 5 miny
luego revelada. En la mayoria de los experimentos las membranas fueron
reincubadas con anticuerpos para otras proteinas, previo al tratamiento con una
solucién comercial para reblotear membranas (Re-Blot Plus Mild Antibody Striping
Solution, Chemicon). Esta incubacion se realizé por 45 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, las membranas fueron lavadas con TBS-T, bloqueadas con TBS-TL
por 30 min e incubadas con el primer anticuerpo, tal como se describid

anteriormente.

7.- Ensayos de transporte.

Los ensayos de transporte fueron realizados en cultivos de astrocitos
mantenidos en cultivo por 15 y 30 DIV y en cultivos de neuronas corticales
mantenidas por 5 DIV. Ademas, se realizaron ensayos de transporte en las células
C6 en estado de confluencia.

Para caracterizar el transporte de AA se utilizd &cido-L- ["C]-ascdrbico
(actividad especifica 4-8 mCi/mmol, NEN-DuPont). ElI AA se prepar6 momentos antes

de usar, para evitar su oxidacion, este se disolvié en 1,4-ditiotreitol (DTT) 0,1 mM y
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se mantuvo a 4°C. En los estudios de transporte del DHA, el AA marcado
radiactivamente se incubd con la enzima ascorbato oxidasa 1 U/pmol (Sigma)
durante 15 min a temperatura ambiente. La conversion de AA a DHA fue confirmada
por HPLC de intercambio idnico.

Para analizar el transporte de glucosa se utilizé el analogo no metabolizable
[’H]-2-deoxi-glucosa (2-DOG, actividad especifica 8Ci/mmol, PerkinElmer). Para
analizar el transporte de lactato se utilizd ["C]-Lactato (actividad especifica
150mCi/mmol, American Radiolabeled Chemicals). En los estudios de velocidad
glicolitica se utilizé [3->H]-Glucosa, actividad especifica 20 Ci/mol, PerkinElmer). Para
determinar la actividad de la via de las pentosas se realizaron estudios de transporte
utilizando [6-"*C] glucosa y [1-'“C] glucosa (actividad especifica 8 Ci/mol,
PerkinElmer).

Los ensayos fueron hechos por triplicado y los resultados representan el
promedio de al menos tres experimentos. Los datos fueron analizados utilizando el
programa Prism 4.0b y el analisis estadistico se realizd utilizando el programa

GraphPad InStat 3.06.

7.1.- Ensayos de captacion en el tiempo. Para este tipo de ensayos las células
fueron cultivadas tal como se describié anteriormente. Los ensayos se realizaron en
presencia diferentes concertaciones del sustrato radioactivo (AA, DHA, lactato o 2-
DOG). Las células fueron lavadas con 500 pl/pocillo de tampdn de transporte
(HEPES 15 mM pH 7,4, NaCl 135 mM, KCI 5 mM, CaCl; 1,8 mM, MgCl, 0,8 mM,) y
luego incubadas por 10 min a 37°C en este mismo tampon. Posteriormente, las

células fueron incubadas a diferentes tiempos en tampdn de transporte junto con el
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sustrato marcado. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, el proceso de
transporte se detuvo con 1 ml de tampon de transporte conteniendo HgCl; 0,2 mM a
4°C. Luego, las células fueron lisadas con 500 pl de tampon de lisis (Tris-HCI 10 mM,
SDS 0,2% p/v, pH 8,0) y el lisado fue mezclado con 4 ml de liquido de centelleo. La
medicion de la radioactividad se realizdé en un contador de centelleo liquido LS 6500
(Beckman Coulter). En cada ensayo de captacion se realizd un recuento celular por

triplicado, utilizando el método de exclusién de azul de tripan 0,2% p/v.

7.2.- Determinacién de los parametros cinéticos. Se determinaron los valores de
Km para la captacién de 2-DOG en astrocitos de 15 y 30 DIV, para lo cual las células
fueron incubadas 15 segundos en 500 pl de tampdn de transporte que contenia
concentraciones crecientes de 2-DOG (0-14mM). Posteriormente, se detuvo la
captacién y la recoleccion de las células fueron realizadas tal como se describieron

previamente

7.3.- Estudios de inhibicién. Los astrocitos y neuronas en cultivo fueron
incubadas en tampon de transporte conteniendo diferentes moléculas (Tabla 5)
con el fin de analizar el efecto de estas moléculas sobre la captacion de AA, DHA,
lactato o 2-DOG, cada agente farmacoldgico fue pre-incubado por diferentes
tiempos a 22 °C. Luego del periodo de pre-incubaciéon se continio con los

experimentos de captacion como se describié previamente.
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Tabla 5: Agentes farmacolégicos utilizados en los estudios de captaciéon de AA,

DHA, 2-DOG y lactato.

Agente Farmacolégico Concentracion Pr:-ii(::sgadc?én
Acido deshidroascérbico (DHA) 0,2-1mM 10-90 minutos
Ascorbato (AA) 0,2-1mM 10-90 minutos
Citocalasina B 0,001-0,1mM 10 minutos
Citocalasina E 0,001-0,05mM 10 minutos
Glucosa 0,01-5mM 1-10 minutos
Glutamato 0,05-5mM 10 minutos
a-cinohidroxicinamato (4-CIN) 5mM 20 minutos

7.4.- Experimentos de liberacién de vitamina C. En estos estudios los cultivos
de astrocitos de 15y 30 DIV y neuronas de 5 DIV fueron sometidos a captacion de
DHA 500uM por diferentes tiempos a 22°C, segun la metodologia de captacién
descrita previamente. Posteriormente, las células fueron lavadas con tampén de
transporte, sin marca radioactiva, y mantenidas por diferentes tiempo en este
tampdn. Para poder describir los mecanismos de liberacion de la vitamina C esta
incubacion fue llevada a cabo en presencia de diferentes agentes farmacologicos
(Tabla 6). Trascurridos los diferentes tiempos (10-30min) se recolecté en primer
lugar el sobrenadante, que contiene la vitamina C liberada, y luego se recolecto el

lisado celular utilizando la metodologia descrita previamente, ambas fracciones se
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mezclaron separadamente con 4 mL de liquido de centelleo, de manera de

cuantificar la marca radiactiva liberada al medio y la marca que permanece al

interior de la célula.

Los resultados se expresan como porcentaje de radioactividad en el medio

con respecto a la radioactividad total (radioactividad en medio + radioactividad en

células).

Tabla 6: Agentes farmacoldgicos utilizados en

los estudios de liberacion de

vitamina C.
Agente Farmacolégico Concentracion T|emp<_> de
Eflujo
4 4-diisotiociano-2,2-acido estilbenodisulfénico .
1mM 30 minutos
(DIDS)
Citocalasina B (Cit B) 0,02mM 30 minutos
Glutamato (Glu) 0,05-5mM 30 minutos
Lantano (La*) 0,2mM 30 minutos
Octanol 3mM 30 minutos
Perdxido de Hidrogeno (H205;) 0,05-0,5mM 30 minutos

8.- Ensayos metabdlicos de utilizacion de glucosa

Para determinar mediante que via metabdlica es oxidada la glucosa en

astrocitos y neuronas, se utilizaron dos técnicas que mediante el uso de glucosa

marcada radiactivamente, en carbonos especificos, nos permitieron cuantificar la

actividad glicolitica y la actividad de la via de las pentosas fosfato (PPP) en astrocitos
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y neuronas. La ventaja de esta aproximacion es que al ocupar glucosa esta molécula
sigue la ruta metabdlica completa por ende entrega un resultado mas representativo

y directa del metabolismo celular.

8.1.- Determinacién del flujo glucolitico. El flujo glucolitico en astrocitos y
neuronas se determind por la produccién de *H,O a partir de [3-°H]-glucosa. Para
estos experimentos se utilizaron cultivos de astrocitos de 15 y 30 DIV y neuronas de
5 DIV. Para realizar estos experimentos las células fueron previamente incubadas
con diferentes concentraciones de AA, DHA y glutamato, posterior a la incubacion las
células fueron resuspendidas con Tripsina/EDTA para ser luego incubadas en tubos
eppendorf sellados (tubo de reaccion) que contenian el tampdén Krebs-Henseleit
(NagHPO4 11 mM, NaCl 122 mM, KCI 3,1 mM, K;HPO,4 0,4 mM, MgSO4 1,2 mM y
CaCl; 1,3 mM a pH 7.4) suplementado con D-glucosa 5 mM (concentracion final) y
con 5 uCi de [3-°H]-glucosa (Perkin Elmer) en una atmdsfera saturada de oxigeno,
para permitir el metabolismo oxidativo. La incubacion se realizé a 37 °C durante 90
minutos en agitacion, tras los cuales las reacciones se detuvieron con HCIO4 al 3 %
v/v. Para la cuantificacion del *H,0, los tubos de reaccion se depositaron dentro de
viales de centelleo que contenian 1 mL de agua ultra pura, estos viales fueron
equilibrados durante 24 horas en agitacion y a 37°C, luego el agua ultra pura
conteniendo las moléculas de *H,O generadas en el proceso glicolitico se mezclé
con 4 mL de liquido de centelleo para cuantificar la radioactividad.

Como blanco se realizé el mismo procedimiento pero sin afiadir la suspension

celular al tubo de reaccién.
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8.2.- Determinacion de la actividad de la via de las pentosas fosfato (PPP). La
proporcion de glucosa oxidada a través de la via PPP fue medida esencialmente
como describe (Hothersall et al., 1982), el método se basa en determinar la diferencia
en la produccion de CO, desde la [6-'*C] glucosa (descarboxilada por la enzima 6-
fosfogluconato deshidrogenasa y en el ciclo de Krebs) y la [1-"C] glucosa (solo
descarboxilada en el ciclo de Krebs). En estos experimentos se analiz6 el efecto de
AA, DHA y glutamato sobre la actividad de la via PPP en astrocitos y neuronas
mantenidos en cultivo, para lo cual las células fueron tratados previamente con
diferentes concentraciones de AA, DHA y glutamato, transcurridos los diferentes
tiempos de incubacién se eliminé el medio y las células fueron lavadas con PBS y
recolectadas por tratamiento con Tripsina /EDTA y posterior centrifugacién a 1200
rom por 5 minutos. Luego las células fueron resuspendidas en tampoén Krebs-
Henseleit saturado con oxigeno. De cada tratamiento se tomaron 500 uL de la
suspension celular los cuales fueron afiadidas a tubos Erlenmeyer conteniendo 2 mCi
of D-[1-"*C] glucosa o 2 mCi of D-[6-"*C] glucosa y 5.5 mM D-glucosa (concentracion
final). EI Erlenmeyer fue provisto con un pocillo central el cual contiene 500 ul de
hidroxido de bencetonio (solucidn capaz de retener el 'CO, generado). El
Erlenmeyer fue saturado con oxigeno por 20 segundos, sellado e incubado por 30
minutos a 37°C en agitacion. La incubacion se detuvo con inyeccion de 0.2 ml of 1.75
M HCIO4, aunque la agitacién continud por otros 30 minutos para facilitar la captura
del "CO.. El recipiente central con el hidréxido de bencetonio fue mezclado en tubos
de centelleo con 4 ml de liquido de centelleo para determinar la radioactividad

generada.
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Como blanco se realizé6 el mismo procedimiento pero sin agregar la suspension

celular al Erlenmeyer de reaccion.

8.3.- Cuantificaciéon de la actividad de las enzimas hexoquinasa y Glucosa -6-
fosfato deshidrogenasa. Para cuantificar la actividad enzimatica, las células fueron
tratadas previamente con AA o DHA 1 mM en presencia o ausencia de glucosa, por
45 min a 37°C. Luego las células fueron lavadas con PBS, tratadas con T/E y
centrifugadas a 500g por 5 min a 4°C. Luego las células fueron resuspendida 1:3 en
medio de aislamiento (sacarosa 250 mM, HEPES 20 mM, KCI 10 mM, MgCl 1.5 mM,
EDTA 1 mM, DTT 1 mM, aprotinina 2 ug/ml, pepstatina A 1 ug/ml, leupeptina 2 pg/ml)
y fueron sonicadas a 4°C y posteriormente centrifugadas por 5 min a 1500 g a 4°C.
Posteriormente se descarto el pellet y el sobrenadante fue centrifugado a 13000 g
por 30 min a 4°C, por ultimo el sobrenadante es utilizado para cuantificar las
reacciones enzimaticas.

Para cuantificar la actividad hexoquinasa, la fraccion purificada fue mezclada con el
medio de reaccion (Tris-HCI 25 mM, DTT 1 mM, NADP/Na* 0.5 mM, MgCl, 2 mM,
ATP 1 mM, G6PDH 2 U/ml, glucosa 10 mM) y la mezcla se incubd por diferentes
tiempos a 37 °C, la reaccion fue detenida afiadiendo TCA 10% para luego medir la
generacion de NADPH a 340 nm.

Para cuantificar la actividad G6PDH se realizé el protocolo descrito previamente
remplazando glucosa por glucosa-6- fosfato 10 mM y omitiendo G6PDH del medio de

reaccion.
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9.- Cuantificacion de los niveles de GSH

9.1.- Determinacion de los niveles de glutation en astrocitos y neuronas. Se
analizé el efecto de AA, DHA y glutamato en los niveles de GSH, para lo cual las
células fueron pre-incubadas con estas moléculas a una concentracion de 1mM por
diferentes tiempos, luego las células fueron lavadas con PBS e inmediatamente
despegadas de las placas de cultivo utilizando acido sulfosalisilico 1% v/v (Sigma). El
lisado celular fue centrifugado a 13.000g por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante fue
utilizado para determinar los niveles de GSH total (GSH + 2xGSSG). La
cuantificacion se realizé en placas de 96 pocillos (Cornig) las cuales contienen el
tampdn de reaccion (Tampén fosfato 0,1 M, EDTA 0,2 M, acido 6,6'-Ditionitro-3,3'-
benzoico 0,3 mM, B-Nicotinamida adenina dinucleotido 2'-fosfato 0,4 mM y la enzima
GSH reductasa 1 U/mL). El sobrenadante se distribuye en los pocillos y se determind
la absorbancia a 405 nm durante 2,5 minutos realizando lecturas cada 15 segundos.
Para cuantificar el GSSG se mezclé volumenes iguales del sobrenadante
celular y 2-vinilpiridina (Sigma) la mezcla se incubé por 1 h, luego se afadio 1 mL de
tampdn de reaccion y se midié absorbancia a 405 nm durante 5 minutos, tomando

lecturas cada 30 segundos.

10.- Determinacion de apoptosis celular

10.1- Analisis de apoptosis por el método de tinciéon nuclear con DAPI. Para

determinar el efecto de AA, DHA y glutamato en la viabilidad celular se utilizé la
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técnica de tincién nuclear con 4-6-diamidino-2-phenylindola (DAPI), para lo cual las
células fueron tratadas con diferentes concentraciones de las moléculas de interés y
por diferentes tiempos. Luego las células fueron lavadas con PBS vy fijadas con PFA
al 4%, posteriormente fueron incubadas con el marcador nuclear DAPI por 30 min a
22°C. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS y analizadas mediante
microscopia fluorescente. Por condicidn se contabilizaron 200 nucleos en tres
diferentes cultivos y los resultados fueron expresados en proporcion a nucleos

normales y nucleos que presentaban condensacion de la cromatina.

11.- Cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC)

11.1.- Identificaciéon de la forma redox de vitamina C intracelular. Con el fin de
identificar la forma redox de la vitamina C presente en el interior de neuronas y
astrocitos, se estandarizo la separacién de ambas formas redox de la vitamina C (AA
y DHA), mediante HPLC. Para esto se inyectaron en el equipo de HPLC 20 uL de
estandares radioactivos de AA o DHA disueltos en una solucién de metanol 60% v/v—
EDTA 1mM, (pH 7,8), y se recolectaron fracciones cada 3 min, las cuales fueron
mezcladas con liquido de centelleo y analizadas para determinar la cantidad de
radioactividad presente. En base a la radioactividad presente en cada fraccion se
logré identificar a qué fraccion eluye el AA y el DHA, con lo cual logramos separar
ambas formas de la vitamina C

Para determinar la forma redox presente intracelularmente, los astrocitos y las
neuronas fueron incubadas con AA o DHA 100 uM radiactivo por diferentes tiempos

a 37°C en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de glutamato, luego
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de lo cual fueron lisadas utilizando una solucion de metanol 60% (v/v)-EDTA 1 mM,
(pH 7,8). El lisado fue filtrado (filtros de 20 um) y se inyectaron 20 pyL de este al
equipo de HPLC cuya separacién se realizé utilizando una columna de intercambio
anioénico Partisil 10 SAX (Whatman) y una pre columna de silice.

La separacion se realizé en un tiempo total de 39 min con las siguientes
condiciones de elucién: temperatura ambiente, flujo de 0,5 ml/min, tampon fase maévil
KH,POs 7 mM, KCI 7 mM (pH 4,0), se recolectaron fracciones cada 3 min. La
deteccion del AA y DHA se realizé por deteccion de la marca radioactiva por método
de centelleo, las fracciones recolectadas fueron luego graficadas en funcién del

tiempo de elucion.
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V.- RESULTADOS

CAPITULO 1. Funcioén de los transportadores de glucosa/DHA en astrocitos y

su modulacién por glutamato.

Para que el reciclaje de la vitamina C se lleve a cabo en el cerebro, los
astrocitos deben incorporar el DHA desde el espacio extracelular a través de
transportadores GLUTs. Diversos estudios han descrito que los astrocitos solo
expresan el transportador GLUT1 en cultivo (Vannucci, 1994; Maher, 1995), sin
embargo, este andlisis ha sido realizado en astrocitos establecidos por mas de 40
dias en cultivo (Wilson y Dixon, 1989). Este protocolo afectaria la expresion y funcion
de diferentes transportadores (Berger and Hediger, 2000; Astuya et al., 2005). Por
ejemplo, se ha descrito que largos periodos de cultivo generan la activacion de los
astrocitos, estimulando una pseudo gliosis, lo cual generaria cambios en el patrén de
expresion de proteinas relacionadas con el potencial proliferativo de los astrocitos
(Robel et al., 2011).

Considerando estos antecedentes, en esta tesis utilizamos astrocitos
mantenidos en cultivo por diferentes periodos, con el objetivo de determinar cémo el
periodo de cultivo afecta el metabolismo de la vitamina C y el metabolismo energético

de los astrocitos.
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1.1- Caracterizacion de los cultivos primarios de astrocitos.

Mediante RT-PCR evaluamos la presencia del ARN mensajero de GFAP en
cultivos primarios de astrocitos de 15 y 30 DIV (Figura 6 I, linea 1 y 2
respectivamente) y los comparamos con una muestra control, cerebro de rata adulta
(Figura 6 1, linea 4), como control negativo del RT-PCR utilizamos reacciones en las
cuales se omitié la transcriptasa reversa, no observando amplificacion (Figura 6 |,
linea 3). Con los partidores utilizados se amplificé una banda de 350 pb que
corresponde al tamano esperado para GFAP. La integridad del ARN y del ADNc fue
evaluada mediante la amplificacién del gen control p-actina, detectando una unica
banda de similar intensidad en las muestras evaluadas. Al realizar el estudio
inmunocitoquimico (Figura 6 Il) determinamos que los cultivos primarios de 15 y 30
DIV presentan una alta pureza no observando células positivas para el marcador
neuronal tubulina plll (Figura 6 I, B y D) y observamos que la totalidad de las células

expresa el marcador glial GFAP (Figura6 1l, Ay C).

1.2- Efecto del periodo de cultivo de los astrocitos en la expresion del

transportador GLUT1.

Por medio de RT-PCR observamos la expresiéon del transportador GLUT1 en

todos los periodos de cultivo analizados (Figura 7, A), no observando cambios

significativos en el nivel de expresién del mensajero. Sin embargo, con RT-PCR
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Figura 6: Caracterizacion de los cultivos primarios de astrocitos corticales.
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Ast 30DIV

A. Determinacién del ARNm para el marcador glial GFAP en ADNc de astrocitos de
15 DIV (linea 1), astrocitos de 30 DIV (linea 2), control negativo, ausencia de
transcriptasa reversa (linea 3) y cerebro de rata (linea 4). Se muestra ademas la
amplificacion para el gen de referencia f-actina. B. Caracterizacion
inmunohistoquimica de los cultivos de astrocitos mantenidos por 15y 30 DIV. En rojo
se observa la inmunoreaccion para GFAP (A y C) y en azul la tincién de contraste
nuclear del marcador TOPRO (A-D). Aumento x400

57



Figura 7: Expresion del ARNm y niveles de proteina de GLUT1 en astrocitos in

vitro.

Los astrocitos fueron extraidos desde el cerebro de ratas de 1 dia postnatal y
mantenidos en cultivo por 7, 15 y 30 DIV. A. Analisis de RT-PCR de GLUT1. Los
productos de RT-PCR de GLUT1 se obtuvieron amplificando ADNc de astrocitos de
7, 15 y 30 DIV (lineas 1, 2 y 3, respectivamente), neuronas de 5 DIV (linea 4),
cerebro total (linea 5) y el control negativo (linea 6). B. Estudios de RT-PCR
cuantitativo de GLUT1 en astrocitos de 7, 15y 30 DIV. C. Western blot para GLUT1
en extracto de proteinas de astrocitos de 7, 15 y 30 DIV. D. Cuantificacién de la
intensidad de banda obtenida en el ensayo de Western blot de la figura C. Los
resultados corresponden al promedio £+ DS de tres experimentos realizados por
triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis

estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0.05; **p, 0.01).
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cuantitativo observamos que el transportador GLUT1 incrementa su expresion 5
veces al comparar los astrocitos de 7 y 30 DIV (Figura 7, B).

El andlisis de Western blot de astrocitos de 7, 15 y 30 DIV confirmé un
aumento en la expresion de GLUT1 al incrementar el periodo de cultivo de las células
(Figura 7, D).

Utilizando estudios inmunocitoquimicos observamos una débil expresion de
GLUT1 en los astrocitos de 7 DIV, concentrada en la zona perinuclear (Figura 8,G
flechas). En los astrocitos de 15 DIV se observé un débil aumento en la reaccion que
ahora se encuentra uniformemente distribuida en el cuerpo celular (Figura 8, D-F). En
los astrocitos de 30 DIV se observé un aumento en la reaccion positiva para GLUT1
(Figura 8, G-l). Al cuantificar la intensidad de senal determinamos que la expresion
del transportador incrementa 2 y 3 veces, al analizar los astrocitos de 15y 30 DIV en
comparacion a las células de 7 DIV (Figura 8, J).

En conjunto los resultados descritos anteriormente confirman que la expresion
de GLUT1 varia durante el periodo de cultivo, incrementando practicamente al triple

después de 30 DIV.

1.3- Captacion de 2-DOG y DHA en astrocitos mantenidos por diferentes

periodos en cultivo.

En este capitulo de la Tesis estudiamos la funcionalidad de GLUT1 y el efecto

generado por el periodo de cultivo de los astrocitos. Se realizaron experimentos de
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Figura 8: Expresiéon de GLUT1 en astrocitos mantenidos en cultivo por

diferentes periodos.

Analisis de inmunofluorescencia y microscopia confocal. Se analiz6 la expresion de
GLUT1 en astrocitos de 7, 15 y 30 DIV. En verde se observa la reaccion para
GLUT1, en rojo la reaccion para GFAP y en azul la tincion de contraste nuclear con
TOPRO. Se observé una débil inmunoreactividad para GLUT1 en astrocitos de 7 DIV
(A-C), en astrocitos de 15 DIV (D-F) aumenté la sefal para el transportador, sin
embargo, la mayor intensidad de reaccion fue encontrada en astrocitos de 30 DIV (G-
). Los insertos en las imagenes A, D y G representan el control negativo para el
anticuerpo contra GLUT1. J. Cuantificacion de la sefal de inmunofluorescencia para
GLUT1 en astrocitos de 7, 15 y 30 DIV. Los resultados corresponden al promedio *
DS de tres experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos indican qué valores
son significativos, mediante analisis estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p,
0,01); Aumento x400.
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transporte utilizando el analogo no metabolizable de la glucosa, 2-deoxiglucosa (2-
DOG) y la forma oxidada de la vitamina C, DHA.

En los estudios de captacion en el tiempo de 2-DOG 250 uM, se observé una
velocidad inicial de incorporacién, que fue mantenida de forma lineal hasta los 45
segundos de incubacion, tanto en los astrocitos de 15 y 30 DIV (Figura 9, A). Se
alcanzaron niveles de 6+0.9 nmoles x10° células en los astrocitos de 15 DIV y 7+0.5
nmoles x10° células en los astrocitos de 30 DIV. Para corroborar que el transporte se
realiza a través de transportador GLUT1, analizamos el efecto de citocalasina B 20
uM. En presencia de citocalasina B, la captacion de 2-DOG fue inhibida en un 88+5%
en los astrocitos de 15 DIV y en un 74+9% en astrocitos de 30 DIV, como control de
la accion de citocalasina B se utilizé citocalasina E 20 uM, analogo estructural que no
ejerce efecto sobre la funcionalidad de los transportadores GLUTs. La presencia de
citocalasina E, no generé cambios en el transporte de 2-DOG en los diferentes tipos
de astrocitos (Figura 9, By C).

Para estudiar el transporte de DHA determinamos la curva de tiempo a 22°C
para la incorporacion de DHA 100 uM en astrocitos de 15y 30 DIV (Figura 9, E). Los
astrocitos de 15 DIV son capaces de incorporar DHA en forma lineal hasta los 4
minutos, llegando a niveles de 2000200 pmoles x10° células a los 8 minutos de
captacion. En los astrocitos de 30 DIV la captacion fue lineal hasta los 4 minutos,

llegando a niveles cercanos de 6000230 pmoles x10° células a los 8 minutos.
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Figura 9. Curva de tiempo y analisis farmacolégico de la incorporaciéon de 2-
DOG y DHA en astrocitos de 15y 30DIV.

Los astrocitos mantenidos en cultivo por 15 DIV y 30 DIV fueron incubados con 2-
DOG 250 uM por diferentes tiempos (0-90 seg) a 22°C. B-C. Andlisis farmacolégico
de citocalasina B (Cit B, 20 uM) y citocalasina E (Cit E, 20 uM) sobre la captacién de
2-DOG en astrocitos de 15 DIV (B) y 30 DIV (C). E. Curva de tiempo de la captacion
de DHA 100 uM a 22 °C en astrocitos en cultivo. F-G. Analisis farmacologico de
citocalasina B (Cit B, 20 uM) y citocalasina E (Cit E, 20 uM) sobre la captacién de
DHA en astrocitos de 15 DIV (F) y 30 DIV (G). Los resultados corresponden al
promedio + DS de tres experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos indican
qué valores son significativos, mediante analisis estadistico utilizando el Test de
Bonferroni (*p, 0,01; **p, 0,005).
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Este resultado muestra que los astrocitos de 30 DIV son capaces de incorporar 3
veces mas DHA que los astrocitos de 15 DIV, resultado inesperado, al considerar
que la captacion de 2-DOG es similar en ambos tipos de astrocitos. Al analizar el
efecto de citocalasina B sobre el transporte de DHA, determinamos que la presencia
de citocalasina B inhibe en un 80-7% la captacion de DHA en astrocitos de 15 DIV
(Figura 9, F), mientras que en los astrocitos de 30 DIV la inhibicion fue solo de un
55:7%, inhibicién inesperada ya que citocalasina B es un poderoso inhibidor de los
transportadores GLUTs (Figura 9, G).

La diferencia en la inhibicion de citocalasina B se podria explicar por un
cambio en la afinidad por el inhibidor en los astrocitos de 30 DIV. Para analizar este
aspecto, determinamos los valores de ICsy en la captacion de DHA 100 uM en
astrocitos de 15 y 30 DIV. Mediante este analisis se determinaron valores de ICsy de
0.8:0.2 uM en astrocitos de 15 DIV (Figura 10, A) y de 1-:0.3uM en astrocitos de 30
DIV (Figura 10, B), no observandose diferencias significativas.

Con el objetivo de describir de mejor manera el transporte de DHA y las
posibles diferencias entre los modelos utilizados, analizamos el efecto de glucosa
sobre la incorporacién de DHA en astrocitos de 15 y 30 DIV. Para realizar estos
experimentos se co-incubd glucosa con DHA, de manera de simular lo que ocurre in
vivo. En los astrocitos de 15 DIV la presencia de glucosa no provocé una cambio

significativo en el transporte de 100 uM DHA.
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Figura 10: Analisis de inhibicién del transporte de DHA por diferentes
compuestos, en cultivos primarios de astrocitos.

A-B. Determinacion valor de ICs para citocalasina B en astrocitos de 15 (A) y 30 DIV
(B) en presencia de citocalasina E (O) o de citocalasina B (@) a diferentes
concentraciones. C. Efecto de la presencia de glucosa sobre la captacion de DHA
100 uM en astrocitos de 15 (O) y 30 (@) DIV. Los resultados corresponden al
promedio + DS de tres experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos indican
qué valores son significativos, mediante analisis estadistico utilizando el Test de
Bonferroni (*p, 0.05; **p, 0,01).
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Por otro lado, en los astrocitos de 30 DIV se observd que la presencia de glucosa
inhibe de forma significativa la incorporacion de DHA, efecto que es dosis
dependiente, alcanzando una inhibicién del 50°9% en presencia de 4 mM de glucosa
y un nivel maximo de inhibicion de un 85-5% en presencia de glucosa 10 mM (Figura
10, C).

Con los resultados anteriores podemos concluir que el periodo de cultivo de
los astrocitos no afecta la captacion de 2-DOG, pero si la incorporacion de la forma
oxidada de la vitamina C, DHA. Una posible explicacion para estos resultados es que
los astrocitos de 30 DIV induzcan la expresion de otra isoforma de los
transportadores GLUTs y que esta nueva isoforma explique el aumento en la
captaciéon de DHA. En literatura se describe que los astrocitos sélo expresan el
transportador de glucosa GLUT1 en condiciones normales pero que bajo ciertas
condiciones podrian inducir la expresion del transportador GLUT3 (Cidad et al., 2001;
Iwabuchi and Kawahara, 2011a). Considerando estos antecedentes analizamos la
expresion de GLUT3 en astrocitos de 15 y 30 DIV. Mediante RT-PCR (Figura 11, A)
determinamos una banda de 370 pb, tamafio esperado para el transportador GLUT3.
Esta banda no fue detectada en los astrocitos de 7 DIV (Figura 11, A linea 1). En los
astrocitos de 15 DIV se determin6 una débil sefal y en los astrocitos de 30 DIV una
senal de amplificacion mas intensa (Figura 11 A, linea 2 y 3 respectivamente). Como
control interno de la expresion se utilizaron cultivos primarios de neuronas de 5 DIV
(Figura 11, A linea 4). Al utilizar PCR cuantitativo (Figura 11, B) determinamos que la
expresion de GLUT3 aumenta 5 veces en los astrocitos de 30 DIV, en comparacion

con los astrocitos de 7 DIV.
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Figura 11: Expresiéon del mARN y proteina del transportador GLUT3 en

astrocitos mantenidos en cultivo.

Los astrocitos fueron extraidos desde el cerebro de ratas de 1 dia postnatal y
mantenidos en cultivo por diferentes periodos. A. Analisis de RT-PCR de GLUT3. Los
productos de RT-PCR de GLUT3 se obtuvieron amplificando ADNs de astrocitos de
7, 15 y 30 DIV (lineas 1, 2 y 3, respectivamente), neuronas de 5 DIV (linea 4),
cerebro total (linea 5) y el control negativo (linea 6) . B. Estudios de RT-PCR
cuantitativo de GLUT3 en astrocitos de 15 y 30 DIV y neuronas de 5 DIV. C. Western
blot para GLUT3 en extracto de proteinas de astrocitos de 7, 15 y 30 DIV. D.
Cuantificacién de la intensidad de banda obtenida en el ensayo de western blot de la
figura C. Los resultados corresponden al promedio + DS de tres experimentos
realizados por triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos,

mediante analisis estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,05; **p, 0.01).
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Mediante Western blot determinamos la presencia de GLUT3 en los astrocitos
de 7, 15 y 30 DIV (Figura 11, C, carriles 1, 2 y 3 respectivamente), siendo la
expresion a los 30 DIV cinco veces mayor que a los 7 DIV y dos veces mayor a lo
observado a los 15 DIV (Figura 11, D).

Al realizar el estudio inmunocitoquimico, utilizando un doble marcaje con
GFAP, determinamos que la expresiéon de GLUT3 es baja en astrocitos de 7 DIV
(Figura 12, A-C) y 15 DIV (Figura 12, D-F) presentando un aumento en la intensidad
de senal en los astrocitos de 30 DIV (Figura 12, G-l). Al realizar la cuantificacion de la
fluorescencia, determinamos que la expresion del transportador GLUT3 es 2 y 5
veces mayor al comparar la sefal de los astrocitos de 7 DIV con la obtenida en
astrocitos de 15 6 30 DIV, respectivamente (Figura 12, J).

Con el objetivo de poder identificar funcionalmente la contribucién de cada
transportador en la captacion de 2-DOG nos propusimos determinar las contantes
cinéticas (Km y Vmax) para el transporte de 2-DOG. Se realizaron las curvas de
saturacién para 2-DOG a los 15 segundos, utilizando concentraciones crecientes de
2-DOG (0-14 mM). Las curvas generadas en los astrocitos de 15 y 30 DIV mostraron
una hipérbola cuadrilatera (Figura 13, A 'y C) con un unico componente cinético
(Figura 13, B-D) y con una Km aparente de 4,57-1.3 mM y una Vmax de 10,6-2 nmol
x10°células/min en astrocitos de 15 DIV (Figura 13, B) y una Km aparente de 5,88-1
mM y una Vmax de 12,32 nmol x10°células/min en astrocitos de 30 DIV (Figura 13,
D). En ambos modelos solo se determiné una componente cinética, mostrando que

las Kms de GLUT1 y GLUT3 tienen valores muy cercanos entre si.
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Figura 12: Expresion de GLUT3 en astrocitos mantenidos en cultivo por

diferentes periodos.

Los astrocitos extraidos desde corteza cerebral de rata de 1 dia postnatal fueron
mantenidos en cultivo por 7, 15 y 30 DIV. Andlisis de inmunofluorescencia y
microscopia confocal. En verde se observa la reaccion para GLUT3, en rojo la
reaccion para GFAP y en azul la tincion de contraste nuclear con TOPRO. J.
Cuantificacién de la sefal de inmunofluorescencia para la sefial de GLUT3 en
astrocitos de 7, 15 y 30 DIV. Los resultados corresponden al promedio + DS de tres
experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos indican qué valores son
significativos, mediante analisis estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01);
Aumento x400.
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En resumen, los astrocitos expresan funcionalmente trasportadores de DHA y
glucosa, debido a lo cual tienen la capacidad para incorporar DHA del medio
extracelular. El periodo de cultivo afecta la expresion de transportadores de DHA y
glucosa en los astrocitos, de esta forma, postulamos que los astrocitos de 30 dias in
vitro tendrian un fenotipo reactivo sobreexpresando GLUT3 y aumentando su

capacidad para captar DHA.

1.4- Efecto de glutamato en la captacion de 2-DOG y DHA en astrocitos

mantenidos por diferentes periodos en cultivo.

Diferentes antecedentes indican que glutamato modifica la captaciéon de
glucosa en diferentes tipos celulares. De esta forma, analizamos el efecto de
glutamato en la captacién de DHA. De esta forma, las células fueron pre - incubadas
con diferentes concentraciones de glutamato durante 10 minutos y posteriormente se
realizé la incorporacion de 2-DOG o DHA.

Con la metodologia descrita, determinamos que la presencia de glutamato (0-3
mM) no afecta la incorporacién de 2-DOG en astrocitos de 15 DIV (Figura 14, A). Sin
embargo, en astrocitos de 30 DIV obserbamos que bajas dosis de glutamato son
capaces de aumentar significativamente la captacion de 2-DOG, incrementando un
300+49% en presencia de glutamato 100 uM. A concentracion de glutamato 3 mM, el

aumento en la captacion de 2-DOG fue de un 400+89% (Figura 14, A).
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Figura 13. Analisis funcional de la incorporacion de 2-DOG en astrocitos de 15
y 30DIV.

A-B. Curva de dosis respuesta realizada incubando los astrocitos de 15DIV (A) y
30DIV (C) con concentraciones crecientes de 2-DOG (0-14 mM) por 15 seg. C-D.
Datos cinéticos analizados utilizando la grafica de Lineweaver-Burk, en astrocitos de
15DIV (B) y 30DIV (D). Los resultados corresponden al promedio £+ DS de tres

experimentos realizados por triplicado.
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Al analizar el efecto de glutamato sobre la captacién de DHA, observamos en
los astrocitos de 15 DIV (Figura 14, B) que la presencia de bajas concentraciones de
glutamato no afecta la incorporacién de DHA, sin embargo, al aumentar los niveles
de glutamato a 1 mM observamos una inhibicion en un 40 +6%. Este efecto se
mantuvo al utilizar 3 mM glutamato. En los astrocitos de 30 DIV (Figura 14, B) se
observo que la presencia de glutamato, en bajas o altas concentraciones, es capaz
de inhibir la captacién de DHA significativamente.

El efecto diferencial de glutamato sobre la captacién de 2-DOG y DHA, podria
ser generada por muerte celular (Nedergaard et al., 2002). Para descartar este efecto
realizamos estudios de viabilidad mediante tincion nuclear con DAPI, la cual nos
permitié6 determinar el porcentaje de células que estan en apoptosis. Los astrocitos
de 15 y 30 DIV fueron incubados con glutamato 1 mM por diferentes tiempos (0-60
minutos). Transcurrido el periodo de incubacion las células fueron lavadas y fijadas
con PFA al 4%, para ser luego incubadas con DAPI. Determinamos que los astrocitos
de 15 DIV no generan un aumento significativo en la muerte celular, efecto que sélo
fue observado luego de mantener las células 1 hora en presencia de glutamato
(Figura 15, A). Los astrocitos de 30 DIV fueron mas resistentes al efecto de
glutamato, ya que en las condiciones analizadas la muerte celular no superé el
20+6% (Figura 15, B). Con estos resultados concluimos que el glutamato no induce

un efecto tdxico en los astrocitos.
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Figura 14: Efecto de glutamato sobre la captacion de 2-DOG y DHA en

astrocitos mantenidos en cultivo por 15 y 30 dias.

A. Los astrocitos fueron pre-incubados con diferentes concentraciones de glutamato
(glu) por 10 min. Luego se analizé la captacion de 100 uM 2-DOG por 15 seg en
astrocitos de 15 (A) y 30 DIV (B). B. Los astrocitos fueron pre-incubados con
diferentes concentraciones de glutamato (glu) por 10 min. Luego se analizé la
captacién de 100 uM DHA por 15 seg.

Los resultados corresponden al promedio £ DS de tres experimentos realizados por

triplicado.
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El efecto diferencial de glutamato sobre la captacion de 2-DOG en astrocitos
de 15 y 30 DIV puede también ser explicado por una expresion diferencial de
transportadores de glutamato. Para ello, analizamos mediante inmunocitoquimica la
expresion del transportador de glutamato EAAT1 o GLAST. Determinamos que los
astrocitos de 15 DIV expresan bajos niveles del transportador de glutamato,
distribuido uniformemente en estas células (Figura 16, A-D, flechas). En astrocitos de
30 DIV se observé un aumento en la intensidad de la sefal que se distribuyd
uniformemente en el cuerpo celular de los astrocitos (Figura 16, E-H). Al cuantificar la
intensidad de fluorescencia determinamos que la sefial en astrocitos de 30 DIV es
casi 2 veces mayor a la obtenida en los astrocitos de 15 DIV (Figura 16, I). Con los
resultados descritos previamente hemos determinado que el periodo de cultivo,
modula la expresion de ciertas proteinas, tales como GLUT1, GLUT3 y EAATT,
ademas el periodo de cultivo afecta la respuesta de los astrocitos a diferentes

procesos, tales como la captacion de DHA y 2-DOG.

1.5- Analisis inmunocitoquimico de marcadores de astrocitos reactivos en

cultivos primarios de astrocitos de 15y 30DIV.

Considerando los resultados previamente analizados, es posible postular que
los astrocitos en cultivo (30 DIV) inducen propiedades presentes en astrocito
reactivos. La activacion de los astrocitos es un proceso poco estudiado in vitro y su
analisis se asocia principalmente al estudio de la formacién de la cicatriz glial en

fendmenos de injuria cerebral in situ.
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Figura 15: Efecto de glutamato sobre la viabilidad celular en astrocitos de 15y
30 DIv.

A-B. Los astrocitos de 15DIV (A) y 30DIV (B) fueron pre-incubados por diferentes
tiempos en tampdn de incubaciéon (O), en presencia de glutamato 1 mM (@) o en

presencia de peroxido de hidrogeno 300 uM (H2O,, m), luego fueron fijados con PFA

al 4% y posteriormente incubados con DAPI. En los astrocitos de 15 DIV se observo
un aumento significativo de la muerte celular al incubar las células por 1 h en
presencia de glutamato. En los astrocitos de 30 DIV la incubacion con glutamato no
generd cambios significativos en la viabilidad celular. Los resultados corresponden al
promedio + DS de tres experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos indican
qué valores son significativos mediante andlisis estadistico utilizando el Test de
Bonferroni (*p, 0,01).
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Figura 16: Expresion de EAAT1 en astrocitos mantenidos en cultivo por
diferentes periodos.

Analisis de inmunofluorescencia y microscopia confocal para la expresién de EAAT1
en astrocitos de 15 DIV (A-D) y 30 DIV (E-H). En verde se observa la reaccién para
GFAP, en rojo la reaccion para el transportador EAAT1 y en azul la tincion de
contraste nuclear con TOPRO. La mayor intensidad de reaccion fue encontrada en
astrocitos de 30 DIV. Aumento x400. I. Cuantificacion de la senal de
inmunofluorescencia para la sefial de EAT1 en astrocitos de 15 y 30 DIV. Los
resultados corresponden al promedio £+ DS de tres experimentos realizados por
triplicado. Escala: 50 um

79



Se han descrito una serie de marcadores proteicos que serian propios de
astrocitos reactivos (Ridet et al., 1997; Robel et al., 2011), por ejemplo, GFAP,
vimentina, la proteina asociada a microtubulos 2 (MAP-2) y el marcador nestina. Con
el objetivo de definir si los cultivos de astrocitos inducen y/o incrementan la expresion
de los marcadores de activacién, analizamos mediante inmunocitoquimica la
expresion de GFAP, Vimentina, MAP-2 y nestina en los astrocitos de 15 y 30 DIV.
Como control positivo de astrocitos reactivos, se incluyé en este analisis la linea
celular de astrocitoma de rata C6. Esta linea celular se utiliza ampliamente como
modelo de astrocitos tumorales, sin embargo, la diferenciacion tumoral y la activacion
glial comparten diferentes propiedades (Robel et al., 2011).

En bibliografia se describe que los astrocitos reactivos aumentan la expresion
de la proteina GFAP, marcador caracteristico de células gliales. Al analizar la
expresion de esta proteina en nuestro modelo de estudio no observamos cambios
significativos en la expresion de GFAP entre los astrocitos de 15 DIV, 30 DIV y las
células C6 (Figura 17, A, E, | y M). Luego, analizamos la expresion del filamento
intermedio vimentina, el cual se ha descrito como un marcador de astrocitos
reactivos. En los astrocitos de 15 DIV no detectamos reaccién positiva para el
analisis inmunocitoquimico, observando solo la tincidén correspondiente al marcador
de astrocitos GFAP y a la tincion nuclear (Figura 17, B). Al repetir el analisis en los
astrocitos de 30 DIV observamos que estas células presentan un alto grado de
inmunorreactividad para vimentina, sefal que se localizd uniformemente en el
citoplasma celular (Figura 17, F). Al analizar la expresion de vimentina en las células

C6 encontramos una baja expresién de la proteina (Figura 17, J). El andlisis
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cuantitativo de la intensidad de fluorescencia confirma lo observado anteriormente,
determinando que la sefal obtenida en las células C6 es similar a la de astrocitos de
15 DIV y que la expresion en los astrocitos de 30 DIV presenta un aumento de 4
veces con respecto a los astrocitos de 15 DIV y células C6 (Figura 17, N).

El tercer marcador analizado fue MAP-2, descrito como un marcador de
neuronas maduras. Al realizar el analisis inmunocitoquimico observamos que los
astrocitos de 15 DIV no presentan reaccién positiva para MAP-2 (Figura 17, C). Sin
embargo, en los astrocitos de 30 DIV observamos una fuerte reaccion positiva que se
localiz6 preferentemente en el citoplasma (Figura 17, G). En las células C6
obtuvimos una intensa reaccién positiva distribuida en el citoplasma de las células
(Figura 17, K). Al cuantificar la intensidad de fluorescencia, determinamos que en los
astrocitos de 30 DIV la expresion relativa de MAP-2 aumenta 5 veces con respecto a
las células de 15 DIV (Figura 17, N).

Por ultimo, analizamos la expresion del marcador de células troncales
cerebrales nestina, que se expresa soOlo en células capaces de generar linajes
especificos en el cerebro. En los astrocitos de 15 DIV no obtuvimos reaccion positiva
para el marcador (Figura 17, D), sin embargo, al analizar la localizacion de nestina en
astrocitos de 30 DIV observamos una intensa inmunoreactividad distribuida en el

citoplasma (Figura 17, H).
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Figura 17: Analisis de la expresion de GFAP, vimentina, MAP-2 y nestina en

astrocitos mantenidos por 15y 30 DIV y en la linea celular C6.

Los astrocitos extraidos desde corteza cerebral de rata de 1 dia postnatal fueron
mantenidos en cultivo por 15 y 30 DIV. La linea celular C6 fue cultivada en
confluencia y procesada para el analisis inmunocitoquimico. Las muestras fijadas
fueron analizadas por inmunofluorescencia asociada a microscopia confocal y en
todas se incluyé la tincién de contraste nuclear con TOPRO, azul. A, E, I. Analisis
para el marcador glial, GFAP en verde. B, F, J. Analisis para el marcador vimentina
en rojo. C, G, K. Analisis para el marcador neuronal, MAP-2 en rojo. JD, H, L.
Analisis para el marcador de células troncales cerebrales, nestina en verde. M-O .
Cuantificacion de la sefal de inmunofluorescencia para la sefial de GFAP (M),
vimentina (N), MAP-2 (N) y nestina (O) en astrocitos de 15 y 30DIV, y en linea
celular C6. Los resultados corresponden al promedio £+ DS de tres experimentos
realizados por triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos,

mediante analisis estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01); Escala 400x.
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Al analizar la distribucién de nestina en las células C6, observamos que se
localiza en la zona perinuclear (Figura 17, L). Al cuantificar la intensidad de
fluorescencia determinamos que los astrocitos de 30 DIV y las células C6 aumentan
3 veces la intensidad de fluorescencia en comparacion con los astrocitos de 15 DIV
(Figura 17, O).

Los resultados anteriores nos permiten concluir que largos periodos de cultivo
inducen la expresiéon de una serie de proteinas, descritas como marcadores de

astrocitos reactivos.

1.6 Resumen de resultados del Capitulo 1.

En la primera parte de esta tesis hemos demostrado un aumento en la
expresion de GLUT1 al incrementar el periodo de cultivo. Ademas definimos que los
astrocitos de 30 DIV incorporan 3 veces mas DHA que los astrocitos de 15 DIV,
condicion no observada con 2-DOG. Los astrocitos de 30 DIV inducirian la expresion
de GLUT3. Paralelamente, determinamos que los astrocitos de 30 DIV inducen la
expresion de vimentina, MAP-2 y nestina, condicion que no se detectd en los
astrocitos de 15 DIV y que es asociada a astrocitos reactivos. Con estos resultados
podemos concluir que los astrocitos de 15 DIV podrian representar astrocitos
cerebrales “normales”, con una excelente capacidad para captar DHA. Por otro lado
los astrocitos de 30 DIV representarian el primer modelo in vitro para estudiar
astrocitos en estado reactivo. Estas células aumentarian su capacidad para

incorporar DHA, pero esta condicién seria fuertemente competida por glucosa.
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CAPITULO 2. Efecto de la acumulaciéon de DHA, sobre el metabolismo redox y

energético de astrocitos en cultivo.

Considerando estos resultados de esta tesis, analizamos en el presente
capitulo qué ocurre con el DHA en el interior de los astrocitos, estudiando en primer
lugar el potencial de los astrocitos para reducir el DHA a AA. En una segunda etapa
analizamos el efecto de la entrada y acumulaciéon del DHA sobre el metabolismo de

la glucosa y el balance redox del astrocito.

2.1 Analisis del potencial reductor de los astrocitos mantenidos por diferentes

periodos in vitro.

Para poder separar e identificar eficientemente ambas formas redox de la
vitamina C estandarizamos un protocolo de HPLC, para lo cual se inyectaron
estandares totales de AA o DHA. Al inyectar el estandar de AA se determiné que un
95+3% del AA inyectado se mantiene como tal, indicando que el paso de la muestra
por el sistema de HPLC no genera la oxidacion masiva del AA (Figura 18, A). Al
inyectar un estandar de DHA, observamos que un 98+2% de la muestra se mantiene
como DHA, de esta forma, el método de HPLC no genera reduccién del DHA

inyectado en la columna (Figura 18, B).
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Figura 18: Analisis cinético del potencial reductor de astrocitos de 15y 30 DIV.

A-B. Inyeccion de estandares de AA (A) y DHA (B) analizados por HPLC. C-D. Los
cultivos primarios de astrocitos fueron incubados con DHA 100 uM por 20 min a 37
°C. Luego se analizé6 mediante HPLC a diferentes tiempos el porcentaje de vitamina
C que se encuentra en el interior de los astrocitos a la forma de AA. Los astrocitos de
15 DIV (C) presentan una mayor capacidad reductora que los astrocitos de 30 DIV
(D). E. Los astrocitos fueron incubados con AA 0.5 mM por 10 min, luego se analizé a
diferentes tiempos los niveles intracelulares de AA. Los resultados corresponden al
promedio £ DS de menos 3 experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos
indican qué valores son significativos, mediante analisis estadistico utilizando el Test
de Bonferroni (*p, 0,01).
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El paso siguiente fue analizar la capacidad reductora de los astrocitos. Para
realizar este analisis los astrocitos fueron incubados con DHA 100 uM marcado
radiactivamente, por 20 min y luego se analiz6 a diferentes tiempos el porcentaje de
AA en el interior de los astrocitos. En los astrocitos de 15 DIV se observd que los
niveles de AA intracelular aumentan de forma tiempo dependiente desde un 17-:5% a
los 15 min hasta un un 60-8% a las 2 horas, nivel que se mantiene hasta las 3 horas
posterior a la incubacion (Figura 18, C). En los astrocitos de 30 DIV se observé que
luego de 30 min un 5010% del DHA incorporado se encuentra como AA, sin
embargo, los niveles de AA bajan al aumentar el tiempo de post-incubacion,
alcanzando un 26:5% luego de 3 horas (Figura 18, D).

Para analizar la capacidad de los astrocitos de mantener reducido el AA
incorporado, analizamos los niveles de AA intracelular, a diferentes tiempos, luego de
incubar los astrocitos con AA 0.5 mM. En los astrocitos de 15 DIV observamos que
estas células son capaces de mantener el AA incorporado como tal por un mayor
periodo de tiempo, ya que luego de 60 min un 70°9% del AA se mantiene como tal.
Por otro lado, en los astrocitos de 30 DIV se observdé una rapida oxidacion
intracelular ya que luego de 45 min un 50°10% del AA se encuentra como DHA,
alcanzando un 50°10% luego de 60 min de incubacion (Figura 18, E).

El AA es preferentemente mantenido como tal en el astrocito de 15 DIV,
mostrando que esta célula tiene importantes propiedades para el reciclamiento de

vitamina C.
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2.2 Efecto de la acumulaciéon de DHA sobre la velocidad glicolitica, actividad de
la via de las pentosas fosfato (PPP) y niveles de glutation (GSH) en astrocitos

mantenidos en cultivo.

Para los estudios de velocidad glicolitica, los astrocitos fueron incubados
previamente con AA o DHA por diferentes tiempos y a diferentes concentraciones,
luego las células fueron resuspendidas e incubadas con H>-glucosa por 1 hora.
Luego las células fueron lisadas e incubadas a 37°C para permitir el intercambio del
HH,0, finalmente se cuantificé la marca radioactiva generada.

En primer lugar se analizo la velocidad glicolitica basal de astrocitos de 15 y
30 DIV. En los astrocitos de 15 DIV se observo una actividad basal de consumo de
glucosa de 5:0.4 nmoles x10° células/h. En los astrocitos de 30 DIV se observé una
actividad basal de 264 nmoles x10° células /h, valor 5 veces mayor al observado en
los astrocitos de 15 DIV (Figura 19, A).

Para analizar el efecto de la dosis de AA o DHA sobre la velocidad glicolitica,
las células fueron incubadas con diferentes concentraciones de AA o DHA por 45 min
y luego se cuantificé la velocidad glicolitica, segun el protocolo descrito previamente.
En los astrocitos de 15 DIV se observd que la presencia de AA 1 mM no afecta la
velocidad glicolitica basal. Por otro lado, la presencia de DHA es capaz de estimular
levemente la velocidad glicolitica de forma dosis dependiente, alcanzando un maximo

de un 47-6% al incubar con DHA 1 mM (Figura 19, B). En los astrocitos de
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Figura 19: Efecto de la acumulaciéon de vitamina C sobre la actividad glicolitica

de astrocitos en cultivo.

A. Anadlisis de la velocidad glicolitica basal en astrocitos de 15 y 30 DIV. B-C. Efecto
de diferentes concentraciones de DHA (@) o AA (O) sobre la velocidad glicolitica de
astrocitos de 15 DIV (B) y 30 DIV (C). D-E. Curso de tiempo del efecto de 1 mM de
AA (D) o DHA (E) sobre la velocidad glicolitica en astrocitos de 15 DIV (O) y 30 DIV
(@). Los resultados corresponden al promedio £ DS de tres experimentos realizados
por triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis

estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01).
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30 DIV se observé que la acumulacion de AA o DHA no fueron capaces de modificar
la velocidad glicolitica (Figura 19, C). En base a los resultados anteriores, analizamos
el efecto de AA o DHA 1 mM a diferentes tiempos de incubacién. Observamos que la
presencia de AA 1TmM no provoca cambios significativos en la velocidad glicolitica en
los astrocitos de 15 6 30 DIV (Figura 19, D). Al analizar el efecto de DHA 1 mM
observamos que la presencia de DHA en los astrocitos de 15 DIV estimula la
velocidad glicolitica de manera tiempo dependiente alcanzando un maximo de
estimulacion del 55:9%, luego de 60 min de incubacién, nivel que se mantiene luego
de 90 min (Figura 19, E). Por otro lado, en los astrocitos de 30 DIV no se observé un
efecto significativo en presencia de DHA (Figura 19, E). En resumen DHA estimula la
velocidad glicolitica en astrocitos de 15 DIV, solamente.

El efecto del DHA previamente descrito en astrocitos de 15 DIV, podria ser
explicado, por un efecto directo sobre la actividad de las enzimas que participan en la
glicolisis. Para profundizar en esta idea, determinamos la actividad de HK en los
astrocitos en cultivo. A los 15 DIV se observé que AA no provocd cambios en la
activad de HK. Sin embargo, la presencia de DHA 1 mM (30 min) es capaz de
estimular 8 veces la actividad de HK (Figura 20, A), efecto que fue directamente
proporcional al tiempo de incubacién (Figura 20, C). En los astrocitos de 30 DIV, la
presencia de AA o DHA no generaron un cambio significativo en la actividad de HK

(Figura 20, B).
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Figura 20: Efecto de la acumulacion de AA o DHA sobre la actividad de la

enzima hexoquinasa (HK) en astrocitos de 15y 30 DIV.

A-B. Efecto de la acumulacién de AA y DHA sobre la actividad HK en astrocitos de
15 DIV (A) y 30 DIV (B). C. Efecto del tiempo de incubacion del DHA sobre la
actividad HK en astrocitos de 15 DIV (O) y 30 DIV (@). Los resultados corresponden
al promedio + DS de tres experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos
indican qué valores son significativos, mediante analisis estadistico utilizando el Test
de Bonferroni (*p, 0,01).
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En una segunda fase analizamos el efecto de la acumulacion de vitamina C
sobre la actividad de la via de las pentosas fosfato (PPP), para lo cual las células
fueron tratadas previamente con AA o DHA 1 mM por 45 min, y luego incubadas con
1-C™ glucosa o 6-C' glucosa por 1 hora. Luego se analizé la cantidad de CO,"
liberado por la via de las pentosas y la glicdlisis. Al medir la actividad basal, se
observd que los astrocitos de 15 DIV presentan una actividad de 480-100 nmoles
x108 células /h, lo cual implica una alta actividad de la via PPP por parte de estas
células. En los astrocitos de 30 DIV determinamos una actividad basal de 10-3
nmoles x10° células /h, es decir 300 veces menor que lo observado en los astrocitos
de 15 DIV (Figura 21, A).

Paralelamente observamos que la incubacién con DHA 1 mM es capaz de
estimular en un 79-23% la actividad de la via PPP en los astrocitos de 15 DIV. La
incubacion con AA 1 mM inhibié la actividad de las via PPP en un 48-11% (Figura 21,
B). En los astrocitos de 30 DIV se observé que la presencia de DHA inhibe en un
35:10% la actividad de las via PPP, mientras que la presencia de AA no fue capaz de
generar una inhibicién significativa (Figura 21, C).

Para definir como DHA afecta la actividad de la via PPP, analizamos el efecto
de la vitamina C sobre la actividad de la enzima G6PDH la cual es la primera enzima
de la via y el punto de control mas importante de ésta. En los astrocitos de 15 DIV
DHA fue capaz de estimular la actividad de G6PDH en un 11107223%, cambio

altamente significativo y concordante
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Figura 21: Efecto de la acumulacién de vitamina C sobre la actividad de la via
de las pentosas fosfato (PPP) y la actividad de la enzima glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa (G6PDH) en astrocitos en cultivo.

A. Determinacion de la actividad basal de la via PPP en astrocitos de 15y 30 DIV. B-
C. Efecto de la acumulacion de DHA o AA sobre la actividad de la via PPP en
astrocitos de 15 DIV (B) y 30 DIV (C). D-E. Efecto de la acumulacién de AA o DHA
sobre la actividad enzimatica G6PDH en astrocitos de 15 DIV (D) y 30 DIV (E). Los
resultados corresponden al promedio £+ DS de tres experimentos realizados por
triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis

estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01).
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con el aumento en la actividad PPP (Figura 21, D). En los astrocitos de 30 DIV la
presencia de DHA o AA no afectdé la actividad de la enzima (Figura 21, E). En
resumen, los datos indican que DHA incrementa significativamente la actividad de la
HK'y la via de la PPP, solamente en astrocitos de 15 DIV, células que representan a
un astrocito “normal” eventualmente involucrado en un activo reciclamiento de
vitamina C.

La via PPP ademas de ser una via alternativa para el consumo de glucosa, es
una via necesaria para mantener el balance redox de la célula, generando el cofactor
NADPH el cual es utilizado por diferentes enzimas antioxidantes y para el reciclaje
del GSH. Por este motivo nos propusimos analizar si el efecto de DHA sobre la via
PPP, genera de forma directa un cambio en los niveles intracelulares de GSH en
astrocitos de 15y 30 DIV.

Para realizar estos estudios, los astrocitos fueron incubados con DHA o AA por 10
min, luego las células fueron lavadas y mantenidas en tampon de incubacién. Luego
las células fueron lisadas y el lisado fue mezclado con el buffer de reaccién para
finalmente cuantificar los niveles de GSH. En primer lugar, determinamos los niveles
basales de GSH en astrocitos de 15 y 30 DIV. Con este analisis observamos que los
astrocitos de 15 DIV presentan 254 nmoles x10° células de GSH, mientras que los
astrocitos de 30 DIV presentan 19-5 nmoles x10° células, debido a lo cual ambos
modelos celulares presentan niveles similares de GSH (Figura 22, A). Luego se
analizé el efecto del AA y DHA sobre los niveles de GSH. En los astrocitos de 15 DIV
se observo que la presencia de DHA genera un aumento dosis dependiente llegando

a 47-10% con DHA 1 mM (Figura 22, B). En los astrocitos de 30 DIV se observé que
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concentraciones bajas de DHA (0.1-0.5 mM) generan un aumento de un 24-9% en los
niveles de GSH, sin embargo, a concentraciones mayores los niveles de GSH
disminuyen significativamente, llegando a un 9-4% (Figura 22, B).

Paralelamente demostramos que AA genera una disminucién significativa en
los niveles de GSH en astrocitos de 15 DIV, llegando a una disminucién maxima del
58-9% con concentraciones iguales o mayores a 0.5 mM de AA (Figura 22, C). En los
astrocitos de 30 DIV se observé que bajas concentraciones de AA (0.1-0.5 mM) no
generan cambios en los niveles de GSH. Sin embargo, la presencia de AA 1 mM
provocd una disminucion del 51°8% en los niveles de GSH (Figura 22, C).

Con los resultados anteriores nos propusimos analizar el efecto del tiempo en
la acumulacién de AA o DHA sobre los niveles de GSH. Al analizar el efecto de DHA
1 mM en astrocitos de 15 DIV, observamos una estimulacién de forma tiempo
dependiente alcanzando un valor maximo de 54+9% a los 45 min, lo cual se
mantiene hasta los 90 min. En los astrocitos de 30 DIV observamos que la presencia
de DHA disminuye drasticamente los niveles de GSH alcanzando una baja de un
67%4% luego de 30 min; los bajos niveles de GSH se mantienen hasta los 90 min
(Figura 22, D). Por otro lado la presencia de AA 1 mM en astrocitos de 15 DIV
provoco una disminucion tiempo dependiente en los niveles de GSH alcanzando una
inhibicién del 53+8% luego de 45 min de incubacion, niveles que se mantienen hasta
los 90 min. En los astrocitos de 30 DIV se observé que la presencia de AA 1 mM
genera una drastica disminucion en los niveles de GSH, observando un inhibicién del

73*6% luego de 45 min y a un 9°2% luego de 90 min de incubacién (Figura 22, E).
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Figura 22: Efecto de la acumulacién de vitamina C sobre los niveles de GSH en
astrocitos de 15y 30 DIV.

A. Determinacion de los niveles basales de GSH en astrocitos de 15 y 30 DIV. B-C.
Efecto del DHA (B) y AA (C) sobre los niveles de GSH en astrocitos de 15 DIV (O) y
30 DIV (@). En los astrocitos de 15 DIV se observd que a mayor dosis de DHA
aumentan los niveles de GSH, aumento que se manifiesta 30 min posterior a la
incubacion con DHA. D-E. Analisis de tiempo de la acumulacion de DHA (D) o AA (E)
sobre los niveles de GSH en astrocitos de 15 DIV (O) y 30 DIV (@). Los resultados
corresponden al promedio £ DS de tres experimentos realizados por triplicado. Los
asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis estadistico

utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01).
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En resumen, integrando los datos presentados en esta seccion podemos
concluir que la entrada de DHA a los astrocitos de 15 DIV incrementa las
concentraciones de GSH, de esta forma, potencia la capacidad reductora de este tipo

de astrocitos.

2.3 Efecto de la acumulacion de vitamina C intracelular, sobre la utilizaciéon de

lactato en astrocitos mantenidos en cultivo.

Los resultados sugieren que la acumulacion intracelular de DHA en astrocitos
afecta la velocidad de consumo de glucosa, lo cual generaria una baja en los niveles
de ATP, ya sea por inhibicién de la glicdlisis o por la estimulacion de la via PPP.
Considerando estos resultados nos propusimos analizar si la acumulacion de DHA en
los astrocitos aumenta la incorporacion de otros sustratos metabdlicos, como el
lactato.

De esta forma analizamos como se comporta el transporte de lactato en
astrocitos de 15 y 30 DIV, realizando estudios de captacién en el tiempo de C'-
lactato 100 uM. En los astrocitos de 15 DIV se observé que el transporte alcanza
450-50 pmoles x10° células a los 45 seg. En los astrocitos de 30 DIV el transporte se
comporté de igual manera, llegando a un maximo de 37550 pmoles x10° células

luego de 45 seg (Figura 23, A).
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Figura 23. Curva de progreso y analisis farmacolégico de la incorporacién de

lactato en astrocitos de 15y 30DIV.

A: Los astrocitos mantenidos en cultivo por 15 DIV (O) y 30 DIV (@) fueron
incubados con 100 uM de C'*lactato por diferentes tiempos (0-60 seg) a 22°C. B-C:
Analisis farmacoldgico de la captacién de lactato, para lo cual los astrocitos de 15y
30 DIV (C y D, respectivamente) fueron pre-incubadas por 10 min en presencia de
citocalasina B (Cit B, 20 uM) o 4aCIN 100 uM, luego fueron incubadas con C'*
lactato 100 uM por 15 seg a temperatura ambiente y se analizé la incorporaciéon de
lactato en comparacién a la situacion control (linea segmentada).

D-E. Efecto de diferentes concentraciones de DHA sobre la incorporacion de lactato
en astrocitos de 15 (D) y 30 (E) DIV. F-G. Efecto del tiempo de incubacién de DHA 1
mM sobre la incorporaciéon de lactato en astrocitos de 15 (F) y 30 DIV(G). Los
resultados corresponden al promedio £ DS de tres experimentos realizados por
triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis

estadistico utilizando el Test de Bonferroni (**p, 0,01).
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Al realizar analisis de inhibicion utilizando 4aCIN (inhibidor de los
transportadores de monocarboxilatos), observamos un 55-10% en los astrocitos de
15 DIV y un 70-15% en los astrocitos de 30 DIV (Figura 23, B-C), demostrando la
expresion funcional de estos transportadores. Posteriormente, los astrocitos fueron
incubados con diferentes concentraciones de DHA por 45 min, luego se realizd
transporte de C'*-lactato 100 uM durante 15 seg, para estar en condicién de
velocidad inicial. En los astrocitos de 15 DIV se observdé que concentraciones
crecientes de DHA generan un aumento en la captacion de lactato llegando a un
maximo del 66-9% a DHA 1 mM (Figura 23, D). En los astrocitos de 30 DIV
observamos que la presencia de DHA no afecta el transporte de lactato (Figura 23,
E).

Para analizar el efecto del tiempo, las células fueron incubadas a diferentes
tiempos con DHA 1 mM y luego se realizé transporte de lactato-C'* por 15 seg. En
los astrocitos de 15 DIV, se observé un aumento progresivo en la incorporacion de
lactato, efecto que alcanza un valor maximo de 79+12% a los 60 min (Figura 23, F).
En astrocitos de 30 DIV se observd que la presencia de DHA no provoca cambios
significativos en la incorporacion de lactato (Figura 23, G).

En resumen, DHA estimula la incorporacion de lactato en astrocitos de 15DIV,
células que presentan una baja glicdlisis y un significativo incremento de la via PPP.
En astrocitos de 30DIV no se observa este efecto, siendo concordante con una célula

que tiene una activa glicdlisis y una baja actividad de la via PPP.
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2.4 Liberacion de vitamina C desde astrocitos en cultivo.

Los resultados anteriores sugieren que los astrocitos en cultivo de 15 DIV
presentan una gran capacidad para reducir DHA incorporado, generando
concentraciones crecientes de AA intracelular. En base al modelo de reciclaje de la
vitamina C cerebral es de vital importancia que los astrocitos sean capaces de liberar
el AA generado, para poder mantener el balance redox de las neuronas. Como se
comentd previamente, existen diversos mecanismos propuestos que explican la
liberacion de vitamina C (Tabla 1). Sin embargo, hasta la fecha, ningun modelo ha
sido completamente demostrado.

Para analizar la liberacion de vitamina C desde los astrocitos de 15y 30 DIV,
las células fueron incubadas con DHA 100 uM, por 10 min. Luego las células fueron
lavadas con tampdn de incubacién e incubadas por 30 min en presencia o ausencia
de diferentes agentes farmacolégicos. Por ultimo, se determiné la marca radioactiva
presente en el medio extracelular. En una primera etapa se analizé el efecto de
agentes farmacolégicos descritos como inhibidores de la liberacion de la vitamina C,
tales como DIDS (inhibidor de los canales de aniones organicos sensibles a
volumen), citocalasina B (inhibidor de los transportadores GLUTSs), lantano y octanol
(inhibidores de los hemicanales formados por conexina). Luego se analiz6 el efecto
de agentes que se describen como estimuladores de la liberacion de vitamina C,
tales como glutamato, perdxido de hidrégeno y medio hipotdnico (240 mOsm).

Al analizar la liberacion de vitamina C desde astrocitos de 15 DIV se observé

que sdlo la presencia de La™ 200 uM fue capaz de inhibir la liberacion de vitamina C
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en un 54-4%, en comparacion a la situacion control (linea segmentada, Figura 24, A).
Al analizar el efecto de los estimuladores de liberacion de vitamina C se observo que
la presencia de glutamato 500 uM no estimula la liberacion de vitamina C. Este
resultado es opuesto a lo previamente publicado (Wilson et al., 2000; Wilson, 2005).
Sin embargo, la presencia de peroxido de hidrogeno 300 uM genera un fuerte
aumento en la liberacion de vitamina C alcanzando un aumento de 144-30% en
comparacion con la condicién control. Al incubar los astrocitos en un medio
hipoténico (240 mOsm), se observdé un aumento en la liberacion de vitamina C
alcanzando un 90-10% (Figura 24, A). Al analizar la forma redox de la vitamina C
liberada mediante HPLC, observamos que en la condicion control y en presencia de
glutamato o peroxido de hidrogeno, cerca de un 72*12% de la vitamina C es liberada
como AA (Figura 24, B).

En los astrocitos de 30 DIV se observé que la presencia de DIDS 100 uM, La*®
100 uM y octanol 100 uM fueron capaces de inhibir la liberacion de vitamina C en un
53-5%, 74-:3% y 61-7%, respectivamente. (Figura 24, C). Al analizar el efecto de los
estimuladores, se observé que la presencia de glutamato 500 uM estimula la
liberacién de vitamina C alcanzando una estimulacién de 130-30%. Similar efecto se
observé en presencia de perdoxido de hidrogeno y medio hipotdnico, donde la

estimulacién de la liberacion alcanzé valores de un 180-10% y
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Figura 24: Estudio farmacolégico de la liberacion de vitamina C desde

astrocitos mantenidos en cultivo.

Para analizar la liberacion de vitamina C, los astrocitos fueron incubados con DHA
100 uM marcado radiactivamente, por 10 min. Luego las células fueron lavadas e
incubadas por 30 min en tampon de transporte en presencia o ausencia de los
diferentes agentes farmacoldgicos tales como, DIDS 100 uM, Cit B 20 uM, La*® 200
uM, Octanol (Oct) 100 uM, H20O2 300 uM, medio hipotdnico (Hipot) o glutamato (glu)
0.5 mM. A. En los astrocitos de 15 DIV solo la presencia de La*™® inhibié la liberacion
de vitamina C. B. Analisis de HPLC para la determinar la forma redox de la vitamina
C liberada en astrocitos de 15 DIV. C. En los astrocitos de 30 DIV se observé que la
presencia de Oct, La™ o DIDS fue capaz de inhibir la liberacion de vitamina C.
Ademas, se observdé que la presencia de H;O, y medio hipoténico estimuld la
liberacién de vitamina C. D. Determinacion del estado redox de la vitamina C liberada
desde astrocitos de 30 DIV. E. Analisis de la liberaciéon de vitamina C inducida por
glutamato, para este ensayo las células fueron tratadas en forma simultanea con
glutamato y otros agentes farmacolégicos tales como Cit B, DIDS, La™ vy
remplazando el cation Na* por el catién colina. La presencia de La*® y la ausencia de
Na® fueron las Unicas condiciones capaces de inhibir la liberacién inducida por
glutamato. Los resultados corresponden al promedio + DS de tres experimentos
realizados por ftriplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos,

mediante analisis estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01; **p, 0.005).
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107+-28% de la vitamina C, respectivamente (Figura 24, C). Al analizar en los
astrocitos de 30 DIV la forma redox de la vitamina C liberada observamos que en la
condicion control cerca de un 38°14% de la vitamina C lo hace como AA, porcentaje
que disminuye en presencia de glutamato o H.O» a un 26*13% o un 18%10%
respectivamente (Figura 24, D).

Los resultados anteriores sugieren que el efecto de glutamato sobre la
liberacion de la vitamina C depende del periodo de cultivo de los astrocitos. Con el
objetivo de describir cual es el mecanismo de liberacion de vitamina C, estimulado
por glutamato, los astrocitos de 30 DIV fueron co-incubados con glutamato y
diferentes agentes farmacoldgicos tales como citocalasina B, DIDS, La*® o colina. Se
observé que al co-incubar glutamato con La*® se pierde el efecto estimulador de
glutamato alcanzando un nivel de liberacion del 108+12%, valor similar a la obtenida
en la situacién control. Al remplazar el catién Na* por el catién organico colina, se
observd una pérdida total de la liberacion de vitamina C estimulada por glutamato,
alcanzando un valor de 104+11%, similar a la condicién control (Figura 24, E).

En resumen, podemos concluir que en los astrocitos de 15 DIV, el 80% de la
vitamina C liberada se encuentra como AA, siendo este proceso estimulado por
condiciones hipoténicas y oxidantes. Sin embargo, este proceso es inhibido por
inhibidores de los hemicanales formados por conexina. Los astrocitos de 30 DIV
liberan preferentemente DHA (60% del total liberado), proceso estimulado por
condiciones hipotdnicas y oxidantes. Ademas, en estas células la liberacién de

vitamina C fue estimulada por la presencia de glutamato, efecto dependiente de la
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presencia de Na® e inhibido en presencia de inhibidores de los hemicanales de

conexina y por inhibidores de los canales sensibles a volumen.

2.5 Efecto de glutamato sobre el metabolismo redox y energético en astrocitos

mantenidos en cultivo.

Considerando los resultados anteriores, podemos concluir que glutamato
afecta de manera diferente a los astrocitos de 15 y 30 DIV. Por esta razoén
analizamos como glutamato modula el potencial redox y el metabolismo energético
de los astrocitos de 15y 30 DIV.

Analizamos como la presencia de glutamato 1 mM afecta el potencial reductor
a los 30 min post incubacién con DHA. En los astrocitos de 15 DIV se observo que la
presencia de glutamato genera un aumento en los niveles de AA intracelular llegando
a un 80-10% del total de DHA incorporado. En los astrocitos de 30 DIV observamos
que la presencia de glutamato no provoca cambios en el potencial reductor de los
astrocitos a los 30 min (Figura 25, A).

Luego se analiz6 el efecto de glutamato 1 mM en los niveles de la velocidad
glicolitica. En los astrocitos de 15 DIV se observd que la presencia de glutamato
genera un aumento del 189*44% en comparacién al control. En los astrocitos de 30
DIV se observé que la presencia de glutamato no afecta la velocidad glicolitica de
estas células (Figura 25, B). Posteriormente, se analizo el efecto de glutamato sobre
la actividad de la via PPP, donde se observé que en los astrocitos de 15 DIV esta
actividad disminuye en un 54*8% en comparacion a la situacion control. Por otro

lado, en los astrocitos de 30 DIV la presencia de glutamato no provocé un cambio
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significativo en la actividad PPP (Figura 25, C). Por ultimo analizamos el efecto de
glutamato 1 mM sobre los niveles de GSH luego de 45 min de incubacién. En los
astrocitos de 15 DIV se observo que la presencia de glutamato 1 mM disminuye los
niveles de GSH en un 72*12%. Por otro lado, en los astrocitos de 30 DIV se observd
que glutamato no provoca un cambio significativo en los niveles de GSH (Figura 25,

D).

2.6 Resumen del capitulo 2.

En el segundo capitulo de esta tesis hemos observado que los astrocitos de
15 DIV son células con una alta capacidad para reducir el DHA incorporado. Ademas,
son capaces de liberar preferentemente AA al medio extracelular. Los astrocitos de
30 DIV presentan una capacidad inicial para reducir DHA, sin embargo, estas células
no pueden mantener en el tiempo esta capacidad reductora, producto de lo cual
consumen el GSH y liberan preferentemente DHA al medio extracelular.

En segundo lugar mostramos que la acumulacion de DHA en el interior de los
astrocitos modula de forma significativa el metabolismo de glucosa y el del GSH. En
los astrocitos de 15 DIV observamos que la acumulaciéon de DHA estimula la via
glicolitica y la actividad de la via de las PPP, lo cual conlleva a un aumento
significativo en los niveles de GSH intracelulares. En los astrocitos de 30 DIV, la
acumulacién de DHA no produce efecto sobre la velocidad glicolitica, pero si es
capaz de inhibir la actividad de la via PPP, disminuyendo drasticamente los niveles

de GSH.
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Glutamato potencia la actividad glicolitica y la acumulacién de AA en
astrocitos de 15 DIV, sin embargo no afecta el eflujo. El eflujo de vitamina C es
potenciado por glutamato sélo en astrocitos de 30 DIV, probablemente a través de
conexinas y transportadores de glucosa. El medio hipotdnico y perdxido de hidrégeno
también generan eflujo de vitamina C, que corresponde mayormente a DHA.

En resumen, los astrocitos “normales” de 15 DIV serian recicladores de
vitamina C, captando DHA vy liberando AA. Sin embargo, los astrocitos de 30DlV,
perderian esta capacidad, captando AA y DHA, y liberando preferentemente DHA,

estimulados por glutamato.
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Figura 25: Analisis del efecto de glutamato sobre el potencial reductor y

energético de los astrocitos en cultivo.

A. Efecto de glutamato 1 mM sobre la capacidad reductora de astrocitos de 15 y 30
DIV. B-C. Analisis del efecto de glutamato sobre la velocidad glicolitica (B) y actividad
de la via PPP (C). Las células fueron incubadas con glutamato 1 mM por 45 min y
luego se determinaron los parametros a analizar. D. Efecto de glutamato 1 mM sobre
los niveles de GSH intracelular en astrocitos en cultivo.

Los resultados corresponden al promedio + DS de 3 experimentos realizados por
triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis

estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01).
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CAPITULO 3. Estudio de la acumulacion de DHA sobre el metabolismo

energético y redox de neuronas corticales mantenidas in vitro.

La acumulacién de DHA impacta de manera significativa el consumo de
glucosa y el balance redox de las células. Estos resultados resaltan la importancia
que tendria el reciclaje de la vitamina C cerebral en mantener bajos los niveles de
DHA y con ello evitar una posible desregulacion energética en el cerebro.

En una ultima etapa nos propusimos analizar el efecto de la acumulacién de
DHA en neuronas corticales, teniendo en cuenta que las neuronas presentarian un
bajo poder reductor debido a su alta tasa metabdlica. En estas células se

encontrarian favorecidos los procesos de produccion y acumulacion del DHA.

3.1.- Andlisis de la incorporacion de 2-DOG, AA y DHA en neuronas corticales

mantenidas en cultivo.

Utilizamos neuronas corticales de rata extraidas de cerebros embrionarios de
17 dias de gestacion, las cuales fueron mantenidas en cultivo por 5 dias. La pureza
de los cultivos fue analizada determinando la expresiéon del marcador neuronal
tubulina Il (Tub BIII) y del marcador glial, GFAP, el marcador neuronal fue

observado en un 99% de las células (Figura 26, By C), por el contrario al analizar la
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Figura 26: Analisis inmunocitoquimico de la expresion de SVCT2, GLUT1 y

GLUT3 en cultivos primarios de neuronas de 5 DIV.

Las neuronas extraidas desde la corteza cerebral de ratas de 17 dias de gestacion
fueron cultivadas con Neurobasal/B27 y mantenidas 5 dias en cultivo. A-C.
Caracterizacion inmunocitoquimica de los cultivos de neuronas de 5 DIV. En verde se
muestra la inmunoreaccion para el marcador neuronal tubulina plll (B 'y C) y en azul
la tincidn de contraste nuclear del marcador TOPRO. D-G. Analisis de la expresion
del transportador SCVT2. En verde se observa la reaccion para SVCT2, en rojo la
reaccion para tubulina plll y en azul la tincidon de contraste nuclear con TOPRO. Se
observa una fuerte inmunoreactividad, la cual se concentra en los somas neuronales,
(flechas). H-K. Analisis de la expresion del transportador GLUT1, en verde. Se
observo una débil inmunoreactividad, la cual se concentra en los somas neuronales,
flechas. L-O. Andlisis de la expresion del transportador GLUT3, en verde. Se observd
una intensa senal de inmunoreactividad, la cual se concentra en los somas
neuronales, (flechas).

Escala 50 um.
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expresion del marcador glial observamos que solo el 1% de las células expresa esta
proteina (Figura 26, A y C, flechas), estos resultados muestran el alto grado de
pureza de los cultivos primarios neuronales.

Luego analizamos mediante inmunocitoquimica la expresién de los
transportadores GLUT1, GLUT3 y SVCT2. Al analizar la expresion de SVCT2 se
observo principalmente en el cuerpo de las neuronas, detectando una débil expresion
a nivel de las prolongaciones celulares (Figura 26, D-G, flechas). GLUT1 presentd
una sefial muy débil, la cual se concentré en el soma de las neuronas (Figura 26, H-
K, flechas). Por otro lado, al analizar la expresion del transportador GLUTS3,
observamos una intensa reaccion, la cual se concentré en el soma de la neuronas y
en menor grado en las prolongaciones celulares (Figura 26, L-N, flechas). Estos
resultados evidencian que las neuronas expresan principalmente el transportador de
AA, SVCT2 y el transportador GLUTS3.

Posteriormente, analizamos la funcionalidad de los transportadores, realizando
estudios cinéticos y de inhibicion para el transporte de AA, 2-DOG y DHA. Al realizar
la curva de progreso para la captacion de AA 100 uM en neuronas de 5 DIV
observamos que la captacion aumenta de forma tiempo dependiente y de forma
lineal hasta los 4 min, observando en este punto una captacién de 32725 pmoles
x10° células (Figura 27, A). La captacién de AA fue inhibida en un 77*7% al

remplazar el catién Na* por colina y en un 57*11% en presencia del flavonoide

118



Figura 27. Curva de tiempo y analisis farmacolégico de la incorporacién de AA,
2-DOG y DHA en neuronas de 5 DIV.

A. Curva de tiempo para la captacion de AA 100 uM. B. Analisis farmacolégico de la
captacion de AA, para lo cual las neuronas fueron pre-incubadas por 10 min en
presencia de citocalasina B (Cit B, 20 uM), quercetina (100 uM) y en ausencia de
Na®, luego fueron incubadas con AA 100 uM y se analizo la incorporacion de 2-DOG
en comparacion a la situacion control (linea segmentada). C. Curva de tiempo para la
captacién de 22-DOG 50 uM. D. Analisis farmacoldgico de la captacion de 2-DOG en
presencia de citocalasina B (Cit B, 20 uM) y citocalasina E (20 uM). E. Curva de
tiempo para el transporte de 100 uM DHA. F. Analisis farmacoldgico de la captacién
de DHA en presencia de citocalasina B (Cit B, 20 uM) y citocalasina E ( Cit E, 20
uM). G: Comparacion de las curvas de tiempo para el transporte de DHA entre los
astrocitos de 15 DIV, 30 DIV y neuronas de 5 DIV.

Los resultados corresponden al promedio + DS de tres experimentos realizados por
triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis

estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0.05, **p, 0,005).
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quercetina 100 uM. Citocalasina B 20 uM no presentd inhibicion del transporte,
descartando la presencia de DHA (Figura 26, B).

Posteriormente, analizamos la funcionalidad de los transportadores GLUTs. Al
realizar la curva de tiempo para la captacién de 2-DOG 250 uM observamos que el
transporte es lineal hasta los 45 seg alcanzando una captacion de 3.88%0.5 nmoles
x10° células, transporte que aumenta a 7.93*0.1 nmoles x10° células a los 120 seg
(Figura 27, C). Ademas, observamos que la presencia de citocalasina B 20 uM inhibe
en un 83%5% el transporte de 2-DOG a los 15 seg, no observandose inhibicion en
presencia de citocalasina E 20 uM (Figura 27, D). Al analizar el transporte de DHA
100 uM definimos que la captacion es lineal hasta los 4 min alcanzando una
captacion de 33730 pmoles x10° células. El estado de equilibrio se logra luego de
los 4 min y se observé un transporte maximo de 489*80 pmoles x10° células (Figura
27, E). El transporte de DHA fue inhibido en un 78*9% en presencia de citocalasina B
20 uM vy la presencia de citocalasina E 20 uM no afect6 la incorporaciéon de DHA
(Figura 27, F). El transporte de DHA en neuronas es 4 veces menor al observado en
los astrocitos de 15 DIV y 12 veces menor al observado en los astrocitos de 30 DIV

(Figura 27, G).

3.2 Analisis de la capacidad reductora y de liberacion de vitamina C en

neuronas corticales de 5 DIV.

Visto que las neuronas presentan una baja capacidad para incorporar DHA,

nos propusimos analizar el poder reductor de estas células y el potencial de liberar el
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DHA incorporado, ambos fendmenos propuestos en el mecanismo de reciclaje de la
vitamina C.

Para determinar el potencial reductor de las neuronas, fueron incubadas en
presencia de DHA-C' 100 uM por 20 min y luego se analizé el AA intracelular por
medio de HPLC. Luego de 15 min, observamos que solo un 10% del DHA
incorporado se encuentra como AA, porcentaje que alcanza un valor maximo de
34*6% luego de 45 min, luego la capacidad reductora cae hasta un 18*5% (Figura 28,
A).

Para analizar la capacidad de las neuronas de mantener el AA incorporado
como AA, las células fueron incubadas con 0.5 mM de AA por 10 min y luego se
analizé por diferentes tiempos los niveles de AA intracelulares, con la metodologia
descrita observamos que luego de 30 min un 488% del AA incorporado se encuentra
como AA, niveles que disminuyen a los 60 min alcanzando niveles de 22*6%, lo cual
indica la rapida oxidacién del AA incorporado en neuronas (Figura 28, B). Por lo cual
se favoreceria la generacion de DHA intracelularmente.

Luego analizamos la capacidad de las neuronas para liberar vitamina C, y lo
comparamos con astrocitos de 15 y 30 DIV. Observamos que en los 3 modelos
celulares la liberacion de vitamina C aumenta de forma tiempo dependiente
alcanzando un méaximo a los 30 min aproximadamente, el cual fue de 32523 pmoles
x10° células en los astrocitos de 30 DIV, 221*33 pmoles x10° células en los astrocitos
de 15 DIV y de 53*20 pmoles x10° células en neuronas de 5 DIV (Figura 28, C). Al
realizar el andlisis farmacoldgico de la liberacion de vitamina C, observamos que
ninguno de los agentes utilizados es capaz de inhibir la liberacién. Sin embargo, la

presencia de glutamato y peréxido de hidrogeno estimulan la liberacion de vitamina
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Figura 28: Analisis del potencial reductor y de liberacién de vitamina C en

neuronas corticales.

A. Curva de tiempo de la capacidad reductora de neuronas de 5 DIV, incubadas con
DHA 100 uM. B Cuantificacién de los niveles de AA intracelulares a diferentes
tiempos post-incubacion con 100 uM AA. C. Comparacion de la liberacion de
vitamina C en el tiempo entre astrocitos de 15 DIV, 30 DIV y neuronas de 5 DIV. D.
Efecto de diferentes moléculas sobre la liberacion de vitamina C en neuronas de 5
DIV. Se analizé el efecto de DIDS (100 uM), citocalasina B (20 uM), La** (100 uM),
glutamato (0.5 mM) y H,O, (300 uM). E. Utilizando HPLC se analizé la forma redox
de la vitamina C liberada por parte de las neuronas de 5 DIV. Los resultados
corresponden al promedio £+ DS de 3 experimentos realizados por triplicado. Los
asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis estadistico
utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01; **p, 0.005).
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C en un 160%33% y 180*13%, respectivamente (Figura 28, D). Posteriormente, nos
propusimos analizar mediante HPLC la forma redox de la vitamina C liberada por las
neuronas. En este analisis observamos que en la situacion control el 45 7% de la
vitamina C liberada por las neuronas se encuentra como AA. La presencia de
glutamato o peréxido hidrogeno provocan una disminucién en el porcentaje de la
vitamina C que es liberada como AA, alcanzando niveles de 73*10% y 82%6%,
respectivamente (Figura 28, E). Nuestros resultados permiten concluir que las

neuronas liberan fundamentalmente vitamina C a la forma de DHA.

3.3 Efecto de la acumulacion de vitamina C sobre la velocidad glicolitica,

actividad de la via PPP y niveles de GSH en neuronas corticales.

En una primera etapa cuantificamos los niveles basales de la velocidad
glicolitica en neuronas, observando que las neuronas presentan una velocidad de
1141 pmoles x10° células/h, la cual es 2 veces mayor a la observada en astrocitos de
15 DIV y 3 veces menor a la observada en astrocitos de 30 DIV (Figura 29, A).

Luego analizamos el efecto de la acumulacion de AA y DHA sobre la velocidad
glicolitica, para lo cual las células fueron incubadas por 45 min en presencia de
diferentes concentraciones de AA o DHA (0.1-1 mM). Observamos que la presencia
de AA no afecta el consumo de glucosa en neuronas (Figura 29, B). Sin embargo, la
presencia de DHA provoco una fuerte inhibicion de la velocidad glicolitica, la cual fue
dosis dependiente. La presencia de 0.5 mM de DHA inhibid en un 25*4% el consumo

de glucosa mientras que la presencia de 1 mM de DHA provocé una inhibicion de
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Figura 29: Efecto de la acumulaciéon de vitamina C sobre la actividad glicolitica

y la actividad de la via de las pentosas fosfato (PPP) en cultivos neuronales.

A. Analisis de los niveles basales de velocidad glicolitica en neuronas y comparacién
con lo observado en astrocitos de 15 y 30 DIV. B-C. Efecto de diferentes
concentraciones de AA (B) o DHA (C) sobre la velocidad glicolitica de neuronas de 5
DIV. D. Curso de tiempo del efecto de 1 mM de DHA sobre la velocidad glicolitica de
neuronas E. Determinacion de la actividad basal de la via PPP en neuronas. F.
Efecto de la acumulacion de DHA o AA sobre la actividad de la via PPP. Los
resultados corresponden al promedio £+ DS de 3 experimentos realizados por
triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis
estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01; **p, 0.005; p, 0.001).
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561£9% (Figura 29, C). Luego analizamos el efecto del tiempo, utilizando DHA 1mM.
Luego de 30 min, la presencia de DHA inhibe en un 4616% la glicdlisis, inhibicion
que alcanza su valor maximo luego de 60 min con un valor de inhibicion de 74*8%
(Figura 29, D).

En una segunda etapa analizamos el efecto de la acumulacién de vitamina C
sobre la actividad de la via PPP. Al cuantificar la actividad basal observamos que las
neuronas presentan una actividad PPP basal de 386*100 nmoles x10° células/h,
valor que no se diferencia del observado en los astrocitos de 15 DIV, pero
aproximadamente es 20 veces mayor al observado en los astrocitos de 30 DIV
(Figura 29, E). Para analizar el efecto de la acumulaciéon de vitamina C, las células
fueron incubadas con AA o DHA 1 mM por 45 min, para luego cuantificar la actividad
PPP. Con este analisis observamos que la presencia de AA no afecta la actividad de
la via PPP, por el contrario la presencia de DHA 1 mM estimulé en un 156"54% la
actividad de la via PPP en neuronas (Figura 29, F).

Considerando que en astrocitos el DHA es capaz de modular la actividad HK y
la actividad G6PDH, nos propusimos analizar si la acumulacion de vitamina C afecta
la actividad de estas enzimas. La presencia de AA no afecta la actividad enzimatica,
sin embargo, la presencia de DHA 1 mM inhibié en un 81+9% la actividad HK en
neuronas, lo cual explicaria la inhibicion de la glicdlisis en estas células (Figura 30,
A).

Al analizar el efecto de la actividad G6PDH en neuronas observamos que la
presencia de DHA incremento la actividad enzimatica en un 405+55%, la diferencia

del AA que no provoco efecto significativo. Estos resultados concuerdan con el
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Figura 30: Efecto de la acumulacion de AA y DHA sobre la actividad

hexoquinasa y G6PDH en neuronas de 5 DIV.

Para determinar la actividad enzimatica, las neuronas fueron incubadas previamente
con AA o DHA 1 mM por 45 min y luego se extrajo la fraccion celular conteniendo la
funcion enzimatica. Se analizé la actividad HK (A) y G6PDH (B). Los resultados
corresponden al promedio + DS de 5 experimentos realizados por triplicado. Los
asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis estadistico

utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01).
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incremento observado en la actividad PPP en presencia de DHA 1 mM. (Figura 30,
B)

Una vez determinado que la acumulacion de la DHA afecta la actividad de la
via PPP, analizamos si este cambio en la actividad afecta de manera directa los
niveles de GSH intracelular. Al cuantificar los niveles basales de GSH, observamos
que las neuronas presentan 8+1 nmoles x10° células, cantidad 4 veces menor que la
encontrada en los astrocitos de 15 DIV y 2 veces menor a la observada en astrocitos
de 30 DIV (Figura 31, A). Al analizar el efecto de la acumulacion de AA sobre los
niveles de GSH, observamos que la presencia de AA provocé una disminucion dosis
dependiente en los niveles de GSH alcanzando un maximo de inhibicion de un
54*7% en presencia de 1 mM de AA (Figura 31, B). Al analizar el efecto del tiempo
de incubacién con AA, observamos que la inhibicion es tiempo dependiente
alcanzando valores maximos luego de 60 min en presencia de AA, donde los niveles
de GHS intracelular disminuyen un 80£9% (Figura 31, C).

Al analizar el efecto de la acumulacion de DHA observamos que la presencia
de DHA provocé una baja en los niveles de GSH de forma dosis dependiente
alcanzando una disminucion maxima del 97*1 en presencia de DHA 1 mM por 45 min
(Figura 31, D). Al analizar el efecto de la acumulacion de DHA 1 mM por diferentes
tiempos, observamos que en una etapa inicial la presencia de DHA provoca una baja
en los niveles de GSH del 98+4%. Sin embargo, esta tendencia solo es observada
hasta los 30 min, ya que luego se observd una recuperaciéon en los niveles de GSH,

logrando restablecer un 57+9% de los niveles a los 90 min (Figura 31, E).
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Figura 31: Efecto de la acumulacién de vitamina C sobre los niveles de GSH en

neuronas de 5 DIV.

Para cuantificar los niveles de GSH los astrocitos de 15 y 30 DIV fueron incubados
con diferentes concentraciones de AA o DHA (0-1 mM) por diferentes tiempos, luego
se cuantificaron los niveles de GSH. A. Determinacién de los niveles basales de GSH
en neuronas Yy astrocitos de 15 y 30 DIV. B-C. Efecto de la dosis (B) y tiempo de
incubacion (C) de AA sobre los niveles de GSH en neuronas. D-E. Efecto de la dosis
(D) y tiempo de incubacion (E) de DHA sobre los niveles de GSH en neuronas. Los
resultados corresponden al promedio £+ DS de tres experimentos realizados por
triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis

estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01).
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3.4 Efecto de la acumulacién de vitamina C en la incorporacion de lactato en

neuronas corticales.

Considerando que la acumulacién de DHA inhibe drasticamente la via
glicolitica en neuronas y recordando que las neuronas presentan una alta
dependencia energética por la glucosa, nos propusimos analizar, si la acumulacion
de DHA estimula la captacion de lactato.

Para analizar el efecto de la acumulacion de vitamina C sobre el transporte de
lactato en neuronas, en primer lugar realizamos una curva de progreso para
determinar la condicion de velocidad inicial. Con este analisis observamos que el
transporte de lactato es lineal hasta los 45 seg presentando una captacion maxima
de 492+35 pmoles x10° células. El transporte fue inhibido en un 67+9% en presencia
de 4aCIN y no se observé inhibicién en presencia de citocalasina B (Figura 32, A-B).
Al analizar el efecto de la dosis de AA, observamos que AA provoca un aumento en
el transporte de lactato de manera dosis dependiente alcanzando una estimulacion
maxima de un 50+£9%, luego de 45 min de incubacion con AA 1 mM (Figura 32, C). Al
analizar el efecto del tiempo de incubacion, observamos que el transporte de lactato
incrementa al aumentar el tiempo de incubacion con AA 1 mM, alcanzando una
estimulacion maxima de un 98+19% luego de 60 min (Figura 32, D).

Al incubar las neuronas con DHA a diferentes concentraciones por 45 min,
observamos un incremento en el transporte de lactato de manera dosis dependiente

alcanzando un aumento del 108+11% en presencia de DHA 1 mM (Figura 32, E).
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Figura 32. Curva de progreso y analisis farmacolégico de la incorporacién de

lactato en astrocitos de 15y 30DIV.

A: Las neuronas en cultivo fueron incubados con lactato-C'* 100 uM por diferentes
tiempos (0-45 seg) a 22°C. B: Analisis farmacoldgico de la captacion de lactato, las
neuronas fueron pre-incubadas por 10 min en presencia de citocalasina B (Cit B, 20
uM) y 40 CIN 100 uM, luego fueron incubadas con lactato-C'* 100 uM por 15 seg a
temperatura ambiente. Para analizar el efecto de la acumulacién de vitamina C sobre
la incorporacién de lactato, las células fueron incubadas con AA o DHA a diferentes
concentraciones (0-1 mM) y diferentes tiempos (0-60 min), luego se realizd la
incorporacion de lactato-C'* 100 uM por 15 seg. C-D. Andlisis del efecto de la dosis
(C) y tiempo de incubacion (D) de AA sobre la incorporacion de lactato. E-F. Analisis
del efecto de la dosis (E) y tiempo de incubacion (F) de DHA sobre la incorporacion
de lactato. Los resultados corresponden al promedio + DS de tres experimentos
realizados por triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos,

mediante analisis estadistico utilizando el Test de Bonferroni (**p, 0,005).
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Al analizar el efecto del tiempo de incubacion, observamos que la presencia
de DHA 1 mM es capaz de estimular la captacion de lactato de forma tiempo
dependiente alcanzando una estimulacion maxima de 118+11% luego de 60 min de
incubacion con DHA 1 mM (Figura 32, F).

En resumen, DHA inhibe fuertemente la glicdlisis en neuronas, pero es capaz
de estimular la incorporacion de lactato, eventualmente como un metabolito

alternativo.

3.5 Efecto de glutamato sobre el metabolismo de la vitamina C y de glucosa en
neuronas.

Los resultados anteriores muestran el importante efecto que presenta la
vitamina C sobre el metabolismo neuronal, considerando que los niveles de vitamina
C extracelular, principalmente DHA, aumentan en la transmision glutamatérgica, nos
propusimos analizar el efecto de glutamato sobre el metabolismo neuronal.

En una primera etapa analizamos cémo la presencia de glutamato afecta el
transporte de 2-DOG y DHA. Para estos estudios las células fueron incubadas con
diferentes concentraciones de glutamato (0-1 mM) por 10 min y luego se determiné el
transporte de 2-DOG o DHA a los 15 seg. La presencia de glutamato a bajas
concentraciones (<1 mM) no afecta el transporte de 2-DOG. Sin embargo, en
presencia de glutamato 1mM, observamos una disminucién del 27+12% en el
transporte de 2-DOG (Figura 33, A). Por otro lado la presencia de glutamato provocé
una baja en la captacién de DHA, de forma dosis dependiente, alcanzando una

disminucion maxima del 39+8% con 1 mM de glutamato (Figura 33, B).
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Figura 33: Analisis del efecto de glutamato sobre la captaciéon de 2-DOG y DHA

y sobre el metabolismo redox y energético neuronal.

A-B. Las neuronas fueron pre-incubadas con diferentes concentraciones de
glutamato (glu) por 10 min. Luego se analizé la captacion de 2-DOG 100 uM (A) y
DHA 100 uM (B) por 15 seg. C. Para analizar el efecto de glutamato sobre el
potencial reductor de las neuronas, las células fueron incubadas con DHA 100 uM y
glutamato 0.5 mM por 20 min. Luego las células fueron lavadas y se analiz6 a los 30
min el porcentaje de AA intracelular. D-E. Analisis del efecto de glutamato sobre la
velocidad glicolitica (D) y actividad de la via PPP (E). Las células fueron incubadas
con glutamato 1 mM por 45 min y luego se determinaron los parametros a analizar. F.
Efecto de glutamato 1 mM sobre los niveles de GSH intracelular en astrocitos en
cultivo. Los resultados corresponden al promedio + DS de 3 experimentos realizados
por triplicado. Los asteriscos indican qué valores son significativos, mediante analisis

estadistico utilizando el Test de Bonferroni (*p, 0,01).
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Luego analizamos si la presencia de glutamato 1 mM afecta la capacidad de
las neuronas para reducir el DHA incorporado, al realizar este analisis observamos
que la presencia de glutamato 1 mM estimula en un 37+9% el potencial reductor de
las neuronas (Figura 33, C).

Posteriormente, analizamos si la presencia de glutamato 1 mM es capaz de
modular la velocidad glicolitica o la actividad de la via PPP. La presencia de
glutamato no provocd cambios en la velocidad glicolitica en comparacion al control
(Figura 33, D). Similar resultado se observo en la actividad de la via PPP, donde
glutamato no provoco efecto en dicha via metabdlica (Figura 33, E).

Por ultimo analizamos el efecto de glutamato sobre los niveles de GSH
intracelulares y pese a que glutamato no afecta la via PPP, observamos que la
presencia de glutamato 1 mM provocé una disminucién del 77+11% en los niveles de
GSH (Figura 32, F), efecto que fue dependiente del tiempo de incubacion de

glutamato (Figura 32, G)

3.6 Resumen del capitulo 3.

Los resultados descritos en el presente capitulo apoyan el rol de la vitamina C,
principalmente del DHA, como un potente regulador metabdlico en neuronas. DHA
generd un potente efecto inhibitorio de la glicdlisis. Ademas, se observd que la
acumulacién de DHA provoca una desregulacion en el metabolismo energético y
redox de las neuronas, lo cual apoya la importancia del reciclaje de la vitamina C y el
vital rol de los astrocitos incorporando DHA, para evitar la acumulacién de DHA en

neuronas.
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VI.- DISCUSION

En el cerebro, la vitamina C cumple importantes funciones como antioxidante,
debido a que este 6rgano presenta bajos niveles de enzimas antioxidantes y un
elevado metabolismo oxidativo (May et al., 1996; Dringen, 2000b, a; Dringen et al.,
2000; Rice, 2000). La vitamina C es concentrada en el cerebro debido a su constante
reciclamiento entre el astrocito y la neurona. La neurona seria una célula productora
de DHA, y el astrocito estaria encargado de incorporar y reducir el DHA presente en
el espacio extracelular (Siesjo, 1978a; May et al., 1996; Rice, 2000; Hediger, 2002).

La mayoria de los estudios relacionados con la vitamina C estudian su forma
redox predominante, el AA; su forma oxidada (DHA) sélo representa un 5% de la
vitamina C total presente en el organismo (Wilson, 2002, 2005). Sin embargo, los
niveles de DHA aumentan tras la accion antioxidante de la vitamina C, la génesis de
DHA seria de manera proporcional al consumo de AA. Aun cuando se considera que
la vitamina C es principalmente un agente antioxidante, estudios in vitro realizados en
hepatocitos, han demostrado que el DHA es capaz de inhibir de forma irreversible a
la enzima hexoquinasa (HK), de forma redox independiente (Fiorani et al., 1996;
Fiorani et al., 1997; Fiorani et al., 1998; Fiorani et al., 2000). La HK es el primer punto
de control del metabolismo de la glucosa, por lo cual la acumulacion de DHA podria
afectar directamente el metabolismo energético de las células cerebrales, aspecto

que fue abordado por primera vez en el presente trabajo de tesis.
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6.1.- Modelo propuesto para explicar la expresion y funcion de los

transportadores de vitamina C - glucosa y el efecto de DHA.

Debido a que esta tesis integra un conjunto complejo de resultados, hemos
incorporado directamente una propuesta (Figura 34 y 35) al comienzo de la
discusion. Estas figuras pueden ser utilizada como guia, durante el analisis critico de
nuestros resultados y conclusiones.

Los astrocitos de 15 DIV serian células con una elevada capacidad para
reducir DHA vy liberar AA. Estos procesos estarian favorecidos por el bajo
metabolismo oxidativo, producto de la baja actividad de la via glicolitica y por la
elevada actividad de la via PPP, lo cual entregaria a estas células la capacidad de
reciclar eficientemente el GSH. Esta molécula seria la encargada de reducir el DHA
intracelular. La presencia de DHA potenciaria la accién reductora de estas células
aumentando la actividad de la via PPP y estimulando la actividad de la enzima
G6PDH, efectos que en su conjunto potenciarian la capacidad de reciclar el GSH. La
acumulacién de DHA en astrocitos de 15 DIV también estimularia la obtencion de
ATP en estas células, incrementando la glicdlisis y la incorporacién de lactato (Figura
34). Los astrocitos de 30 DIV representarian a astrocitos reactivos, propios de una
condicion de injuria cerebral. Estos astrocitos se caracterizarian por presentar un
elevado flujo glicolitico y una baja actividad de la via PPP, lo cual aumentaria la

sensibilidad de estas células al estrés oxidativo.
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Figura 34: Modelo propuesto para el metabolismo energético/redox en
astrocitos de 15 DIV.

Los astrocitos de 15 DIV expresan preferentemente el transportador GLUT1 a través
del cual incorporan glucosa y DHA (procesos sefalados en el punto 1). El DHA
incorporado por estas células seria reducido, posiblemente por un mecanismo
dependiente de GSH, a AA, el cual puede ser acumulado intracelularmente o liberado
al espacio extracelular, para poder mantener el balance redox global del medio
extracelular (procesos sefalados en el punto 2). Los astrocitos incorporarian glucosa
a través de GLUT1, molécula que es metabolizada principalmente por la via PPP. La
baja actividad glicolitica y la alta actividad de la via PPP, potenciaria la capacidad de
estas células para reciclar eficientemente el GSH y posteriormente el DHA (procesos
sefalados en el punto 3). Por ultimo la acumulacién de DHA intracelular potencia el
rol reductor de los astrocitos ya que es capaz de estimular la actividad de la via PPP
y producir con ello un aumento en el reciclaje de GSH (procesos sefalados en el

punto 4).
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La acumulacién de DHA favoreceria aun mas la sensibilidad al estrés
oxidativo, inhibiendo la actividad de la via PPP y la reduccion eficientemente de GSH,
lo cual disminuiria directamente la capacidad de estas células para reciclar el DHA.
Los astrocitos reactivos, en respuesta al estrés oxidativo inducirian la expresion del
transportador SVCT2, el cual les permitiria incorporar AA y utilizar esta molécula

como agente antioxidante (Figura 35).

6.2.- El periodo de cultivo de los astrocitos incrementa la captaciéon de DHA y

no la captacién de 2-DOG.

Como se indica en las figuras 34 y 35 (punto 1), los astrocitos modifican sus
capacidades de transporte en funcion del tiempo de cultivo.

Diferentes estudios han demostrado que los astrocitos in vivo no expresan el
transportador de AA, SVCT2, el cual es inducido en cultivo y en condiciones de
reperfusion e isquémica (Berger and Hediger, 2000). En base a estos antecedentes
es aceptado que los astrocitos in vivo solo podrian incorporar la forma oxidada de la
vitamina C, DHA (Hediger, 2002). Sin embargo esta afirmacion seria valida para los
astrocitos de 15 DIV, segun lo planteado en el punto 1 de nuestro modelo. Los
resultados contradictorios observados en la literatura en relacién a la vitamina C y su
reciclamiento en astrocitos podria ser explicado considerando la diferencia en los
métodos de cultivo primario (Wilson and Dixon, 1989; Daskalopoulos et al., 2002;

Korcok et al., 2002; Korcok et al, 2003; Kim et al, 2008).
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Figura 35: Modelo propuesto para el metabolismo energético/redox en
astrocitos de 30 DIV.

Los astrocitos de 30 DIV inducen la expresion de los marcadores de activacion glial:
Nestina, Vimentina y MAP-2. También, incrementan la expresion del transportador
GLUT1, GLUT3 y SVCT2. Aumentan la captacion de DHA y no la captacion de 2-
DOG (procesos sefalados en el punto 1). Estas células tendrian la capacidad inicial
para reducir DHA, sin embargo, esta propiedad se perderia con el tiempo debido a
los altos niveles de DHA incorporado y a los bajos niveles de GSH (procesos
sefalados en el punto 2). Los astrocitos de 30 DIV no incrementan la captacién de
glucosa, molécula que a diferencia de los astrocitos de 15 DIV es metabolizada
preferentemente por glicdlisis, debido a que estas células presentan una muy baja
actividad de la via PPP (procesos senalados en el punto 3). La baja capacidad
reductora de estas células favoreceria la acumulacion de altas dosis de DHA, lo cual
provocaria una inhibicion en la actividad PPP y en el reciclaje de GSH (procesos

sefalados en el punto 4).
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Considerando estos antecedentes nos propusimos analizar por primera vez
cémo el periodo de cultivo afecta el comportamiento de los astrocitos frente a la
vitamina C, para lo cual se utilizaron astrocitos mantenidos en cultivo por 15 DIV y 30
DIV.

El DHA es incorporado a los astrocitos a través del transportador GLUT1
(Siushansian and Wilson, 1995; Siushansian et al., 1997; Korcok et al., 2003; Nualart
et al., 2003) y nuestros resultados de PCR convencional y cuantitativo, Western blot
e Inmunocitoquimica confirman la expresion de este transportador en los astrocitos.
Ademas, los resultados muestran que la expresion de GLUT1 incrementa al
aumentar el periodo de cultivo de los astrocitos. En base a estos resultados
proponemos que la captacién de 2-DOG y DHA serian afectadas por el periodo de
cultivo. Al realizar estudios cinéticos para la captacion de 2-DOG demostramos que
los astrocitos de 15 y 30 DIV se comportan de manera similar en la incorporacion de
2-DOG, mostrando valores similares de Km, Vmax, respuesta farmacolégica a
citocalasina B y curva de progreso del transporte. Estos resultados, fueron contrarios
a nuestro planteamiento inicial, pues, esperabamos observar un aumento en la
captacion de 2-DOG en los astrocitos de 30 DIV, producto del aumento de expresion
de GLUT1.

Al analizar el transporte de DHA, observamos que los astrocitos de 30 DIV
incorporan 3 veces mas DHA que los astrocitos de 15 DIV, lo cual fue un resultado
inesperado, considerando que no observamos cambios en los niveles de
incorporacion de 2-DOG. En la literatura soélo existe un trabajo que describe un efecto

similar, donde se observé que durante el desarrollo de los eritroblastos humanos
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aumenta la expresion del transportador GLUT1, aumentando con ello soélo el
transporte de DHA y no el transporte de 2-DOG. Los autores del trabajo atribuyen
este efecto a la presencia de una proteina intracelular denominada estomatina, la
cual interaccionaria directamente con el GLUT1 provocando un cambio en la afinidad
del transportador, aumentando la afinidad por DHA y provocando una disminucién en
la afinidad por 2-DOG (Mintun et al., 2004; Montel-Hagen et al., 2008). En resultados
preliminares (Anexo 1), hemos realizado estudios de RT-PCR para el mensajero de
estomatina, detectando la expresién del mensajero sélo en los astrocitos de 30 DIV.
Seria posible postular que los astrocitos inducirian la expresion de la proteina
estomatina, la cual interaccionaria con el transportador GLUT1 incrementando la
afinidad del transportador por DHA. Sin embargo, para definir el mecanismo
propuesto es fundamental realizar nuevas aproximaciones experimentales.

Una alternativa complementaria, para explicar el aumento en la captacion de
DHA, es la induccion de otra isoforma de GLUTSs, que tenga mayor afinidad por DHA
que por 2-DOG. El transportador GLUT3, se describe en neuronas y no en astrocitos
normales. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que los astrocitos en
cultivo e in situ, al ser sometidos a condiciones de estrés ( presencia de LPS o
condicion de isquemia-reperfusién) inducen la expresion del transportador GLUT3
(Cidad et al.,, 2001; Iwabuchi and Kawahara, 2011b). De esta forma mediante
inmunocitoquimica, RT-PCR convencional/cuantitativo y Western blot demostramos
que los astrocitos de 30 DIV inducen la expresion del transportador GLUT3. Sin
embargo, la metodologia utilizada no nos permitié determinar la contribucién real de
GLUTS3 en la incorporacién de DHA, debido a que ambos transportadores presentan

valores de Km muy cercanos entre si (Rumsey et al., 1997; Rumsey et al., 2000).
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Con el propdsito de analizar la contribucidn de cada transportador de manera
indirecta, y considerando que presentan valores diferentes de Km para el transporte
de glucosa, realizamos estudios de captacion de DHA en presencia de
concentraciones crecientes de glucosa. Observamos que en los astrocitos de 15 DIV
la presencia de glucosa, incluso en elevadas concentraciones (10 mM), no afecta el
transporte de DHA. Por otro lado, en los astrocitos de 30 DIV la presencia de glucosa
en bajas concentraciones (< 3 mM), produjo una disminucion significativa en el
transporte de DHA. Con estos resultados, podemos concluir, que la presencia de
altas concentraciones de glucosa no son capaces de inhibir por completo el
transporte de DHA, pese a que ambas moléculas competirian por los mismos
transportadores. Ademas, podemos postular que el DHA es incorporado en los
astrocitos de 15 DIV por un mecanismo no inhibible por glucosa, dependiente de
GLUT1. Los astrocitos de 30 DIV aumentarian la captacion de DHA utilizando un
mecanismo de transporte sensible a glucosa, dependiente de GLUT3.

Para finalizar el analisis del transporte de DHA y considerando los resultados
previos de inhibicidn, nos propusimos analizar el efecto de glutamato en la
incorporacion de DHA. Previamente, ha sido descrito que glutamato es un agente
capaz de provocar un aumento en los niveles extracelulares de vitamina C, de esta
forma podria tener un rol directo en la capacidad de los astrocitos para incorporar el
DHA, considerando que algunos trabajos describen que glutamato estimula la
captaciéon y metabolizacion de glucosa en los astrocitos (Coyle and Puttfarcken,
1993; Pellerin and Magistretti, 1994; Rebec and Pierce, 1994; Rossi et al., 2000;
Wilson et al., 2000; Nedergaard et al., 2002). En los astrocitos de 30 DIV la presencia

de glutamato estimulé significativamente la incorporacion de 2-DOG. Por el contrario,
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en los astrocitos de 15 DIV la presencia de glutamato no afecté el transporte de 2-
DOG. Previamente, se ha descrito que glutamato provoca un aumento en la
concentracion intracelular de Na®, consecuentemente una activacion de la Na*/K"
ATPasa, generando una disminucién en la razon ATP/ADP (Parpura et al., 1994;
Pellerin and Magistretti, 1994). Esta situacidén provocaria un aumento en la glicdlisis y
en la incorporacion de glucosa por parte de los astrocitos. El modelo anterior solo se
cumple en los astrocitos de 30 DIV.

Al analizar el efecto de glutamato sobre el transporte de DHA, observamos
que la presencia de glutamato en bajas concentraciones inhibe en un 50% el
transporte de DHA, en ambos tipos de astrocitos. Considerando que en los astrocitos
de 30 DIV la presencia de glutamato estimula la captacion de 2-DOG, podemos
postular que glutamato seria una sefal para incrementar el metabolismo energético

en los astrocitos de 30 DIV, modulando ademas la captacion de DHA.

6.3.- ;Qué representan los astrocitos de 15 y 30 DIV, astrocitos fisiologicos y

reactivos, respectivamente?

En su conjunto los resultados anteriormente descritos indican claramente que
el periodo de cultivo de los astrocitos afecta la respuesta de estas células a los
diversos parametros analizados. Nuestra hipotesis propone que los astrocitos de 15
DIV representan a un astrocitos fisiolégico y los de 30 DIV representan a un astrocito
reactivo. La activacion de los astrocitos o gliosis reactiva es considerada una
respuesta fisiopatoldgica de los astrocitos a una condicion de estrés cerebral. En esta

condicion los astrocitos cambian el patron de expresion de diferentes proteinas, con
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el objetivo de modificar la estructura cerebral e impedir la diseminacién del dafio a
través del cerebro (Ridet et al., 1997; Hamby and Sofroniew, 2010; Sofroniew and
Vinters, 2010; Robel et al., 2011). Para estudiar la hipotesis previamente planteada,
analizamos mediante inmunocitoquimica la expresiéon de diferentes marcadores
asociados a astrocitos reactivos, tales como GFAP, MAP-2, vimentina y nestina
(Clarke et al., 1994; Ridet et al., 1997; Pekny et al., 1999). La expresion de estos
marcadores fue comparada con una linea tumoral de astrocitos C6, la cual fue
utilizada como control positivo de la activacion de los astrocitos. Mediante este
analisis demostramos que los astrocitos de 30 DIV presentan un alto grado de
expresion de los marcadores analizados en comparacién con los astrocitos de 15
DIV, expresion que es similar a lo observado en la linea tumoral C6.

Los marcadores descritos previamente se asocian a activacién glial en
estudios realizados in vivo (Clarke et al., 1994; Pekny et al., 1999). Sin embargo, en
el desarrollo de esta tesis observamos cambios en la expresion de otras proteinas no
relacionadas previamente con la activacion glial, es el caso de los transportadores de
vitamina C. Mediante inmunocitoquimica observamos que los astrocitos de 30 DIV
incrementan la expresion de los transportadores de DHA, GLUT1 y GLUT3. Como se
menciond previamente la induccidén de GLUT3 es asociada a astrocitos en condicion
de estrés (Cidad et al., 2001) y por ende se podria asociar a la activacion glial.
Ademas, los astrocitos de 30 DIV inducen significativamente la expresién del
transportador SVCT2, el cual no es expresado en astrocitos in vivo (Berger and
Hediger, 2000). Sin embargo se ha postulado que el estrés oxidativo seria una
potente senal para que los astrocitos induzcan el transportador SVCT2 (Korcok et al.,

2000). Estos datos nos permiten postular que los transportadores de vitamina C
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podrian ser un indicador de activacion glial, propuesta que se apoya en estudios
preliminares de nuestro laboratorio sefialando que en astrocitos sometidos a estrés
oxidativo se induce la expresion del transportador SVCT2, in vivo. Por ultimo
observamos que el transportador de glutamato EEAT1 también incrementa su
expresion en los astrocitos de 30 DIV, lo cual podria explicar en parte las diferentes
respuestas a glutamato. Estos resultados nos permiten postular que los
transportadores de vitamina C y glutamato podrian ser considerados como

marcadores de activacion glial.

6.4.- ; Qué ocurre con el DHA una vez en el interior de los astrocitos?.

En la figura 34 y 35 (punto 2) se observa que ambos tipos de astrocitos tienen
la capacidad de reducir DHA intracelularmente a AA, molécula que es liberada al
medio extracelular. Sin embargo, la cinética en el tiempo de este proceso mostrd
diferencias significativas en ambos modelos. En los astrocitos de 15 DIV,
observamos que las células son capaces de reducir mas eficientemente el DHA
incorporado. Por otro lado, los astrocitos reactivos son capaces de reducir DHA sélo
a tiempos cortos, siendo incapaces de mantener esta capacidad en el tiempo.

A tiempos mayores, un 60% del DHA incorporado se encuentra como AA en
los astrocitos de 15 DIV, mientras que a los 30 DIV disminuye significativamente los

niveles de AA intracelular. Estos resultados permiten
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Tabla 7: Caracteristicas inmunohitoquimicas y funcionales en los astrocitos de

15y 30 DIV

Parametro analizado Astrocitos Astrocitos
15 DIV 30 DIV
Proteinas de Citoesqueleto:
GFAP 4+ 4t
MAP-2 - —+
Vimentina A 4t
Nestina - ++

Transportadores de Vitamina C y glutamato:

GLUTI v ey
GLUT3 ] m
EATI v oy
SVCT2 _ n
Transporte de Vitamina C y glucosa:
Captacion 2-DOG ++ ++
Captacion DHA + 4t
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Continuacion Tabla 7:

Parametro analizado

Astrocitos
15 DIV

Astrocitos
30 DIV

Efecto de glutamato en la captaciéon de DHA y 2-DOG

Efecto glutamato sobre
captacion de 2-DOG

+++

Efecto glutamato sobre
captacion de DHA

Efecto de glutamato en la
viabilidad de astrocitos

+: Aumento del parametro analizado, simbolos proporcionales al aumento

observado.

| : Baja en el parametro analizado

- no se observa efecto significativo.
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concluir que los astrocitos de 15 DIV serian células predominantemente reductoras y
acumuladoras de AA, mientras que los astrocitos de 30 DIV serian reductores en una

primera etapa, pero posteriormente perderian esta capacidad.

6.5.- ¢ Son los astrocitos células capaces de liberar vitamina C?.

Existen diversos autores que han descrito la liberacion de vitamina C desde
los astrocitos, fendmeno que seria estimulado por el aumento de volumen generado
por un medio hipoténico o la presencia de glutamato (Wilson et al., 2000; Wilson,
2005). Estos trabajos sugieren que los astrocitos liberan principalmente la forma
reducida de la vitamina C. Sin embargo, no se ha definido el estado redox de la
vitamina C liberada, ni el mecanismo de liberacion.

Nuestros resultados muestran que la liberaciéon basal de vitamina C desde los
astrocitos de 15 DIV no es afectada por inhibidores de los canales de aniones
organicos sensibles a volumen, ni por inhibidores de los transportadores GLUTs. Al
analizar la forma redox de la vitamina C liberada, observamos que los astrocitos de
15 DIV liberan un 70% a la forma de AA.

Por otro lado la presencia de La*™®, inhibidor caracteristico de los hemicanales
formados por conexina, es capaz de inhibir la liberacion basal de vitamina C en un
50%. La conexina predominante en astrocitos es la Cx43 (Thompson and Macvicar,
2008). De esta forma, la liberacién basal de vitamina C en los astrocitos de 15 DIV se
llevaria a cabo principalmente a través de los hemicanales de conexina 43 y no por

los canales de aniones organicos, mecanismo propuesto para la liberacién de
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vitamina C en astrocitos (Wilson et al., 2000). En los astrocitos de 30 DIV la
liberacién basal fue inhibida por La**, octanol, ambos inhibidores de hemicanales y
ademas fue inhibida en presencia del inhibidor de los canales aniénicos sensibles a
volumen, DIDS. Estos resultados en su conjunto representan la primera evidencia de
que los hemicanales de Cx43 participan activamente en la liberacion de vitamina C
desde los astrocitos, ademas, reafirman que los canales sensibles a volumen pueden
estar implicados en esta funcion.

Estudios in vivo e in vitro describen un aumento en los niveles de vitamina C
extracelular en episodios de actividad glutamatérgica, y es aceptado que la vitamina
C liberada provendria de los astrocitos (Pierce et al., 1994; Rebec and Pierce, 1994,
Wilson et al., 2000; Rebec et al., 2005). Sin embargo, al no observar efecto en los
astrocitos de 15 DIV podemos postular que el mecanismo activado por glutamato
sélo se encuentra presente en astrocitos reactivos. Con el objetivo de caracterizar de
mejor manera el efecto de glutamato en los astrocitos de 30 DIV, co-incubamos
glutamato con diferentes inhibidores y observamos que el efecto se neutraliza en
presencia de La™ y en ausencia de Na*. El efecto de La™ sugiere que glutamato
estimula la liberacion de vitamina C a través de los hemicanales de Cx43. Por otro
lado la dependencia de Na® sefalaria que el efecto de glutamato es a nivel
intracelular, ya que el transporte de esta molécula a través de los transportadores
EAAT1 o EAAT2, ambos presentes en astrocitos, es dependiente de la presencia de
Na® (Danbolt, 2001; Nedergaard et al., 2002; Barros and Deitmer, 2009).

La datos presentados nos permiten sugerir que los astrocitos normales del
cerebro censan los niveles de DHA extracelulares, y responden incorporando y

reduciendo el DHA intracelularmente. Los astrocitos acumulan AA, posiblemente
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para ser liberado en condiciones de estrés oxidativo. En condiciones de activacion
(estrés oxidativo) los astrocitos incrementan la expresion de GLUT1, en resumen se
preparan para reciclar el DHA que es generado extracelularmente por una liberacion
masiva de AA a través de Cx43 o por canales sensibles a volumen. Glutamato
potenciaria la liberacion de vitamina C. El mecanismo de liberacion y captura de AA-
DHA respectivamente, en un astrocito activado podria, sin embargo, tener efectos

muy importantes en el metabolismo general del astrocito.

6.6.- ;Como afecta la acumulacion de DHA el metabolismo de glucosa de los

astrocitos?.

En las figuras 34 y 35 (punto 3) se presentan diferentes mecanismos de
adaptacion metabdlica en respuesta al reciclamiento de vitamina C en astrocitos de
15y 30 DIV.

Al determinar la velocidad glicolitica basal en los astrocitos de 15 y 30 DIV,
observamos que los astrocitos de 30 DIV presentan una actividad 6 veces mayor, lo
cual sugiere que gran parte de la glucosa incorporada a la célula es utilizada a través
de la glicdlisis. Al determinar la actividad basal de la via PPP determinamos que los
astrocitos de 15 DIV presentan una actividad 400 veces mayor a la observada en los
astrocitos de 30 DIV, lo que apoya una mayor capacidad reductora de estos
astrocitos.

En su conjunto, ambos analisis nos permiten concluir que los astrocitos de 15
DIV metabolizarian la glucosa principalmente por la via PPP y no por glicdlisis. Al

presentar una baja actividad glicolitica, los astrocitos de 15 DIV tendrian un menor
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metabolismo oxidativo y por ende una menor generacién de radicales libres. Ademas,
al tener una elevada actividad de la via PPP acumularian mayores niveles del
cofactor NADPH, el cual es necesario para el funcionamiento de la mayoria de los
mecanismos antioxidantes enzimaticos. De esta forma, los astrocitos de 15 DIV
serian células con un gran poder reductor y con un gran potencial para inhibir el dafio
oxidativo.

Los astrocitos de 30 DIV serian células principalmente oxidativas debido al
elevado consumo de glucosa y la baja actividad de la via PPP. De esta forma no
podrian mantener en el tiempo los niveles de GSH necesarios para reciclar el DHA,

liberando esta molécula al medio extracelular.

6.7.- EI DHA como regulador del metabolismo energético en astrocitos.

El dltimo punto propuesto en el modelo, sefialado como numero 4, plantea que
el DHA acumulado intracelularmente en los astrocitos seria capaz de afectar
directamente la actividad de uno de los metabolismos mas importantes para las
células, el metabolismo de la glucosa. Asi, los datos analizados a continuacion
representan el primer estudio en células cerebrales y en astrocitos en estado
reactivo.

La acumulacion de DHA 1 mM en astrocitos de 15 DIV es capaz de estimular
de forma tiempo dependiente (50%), la actividad de la via glicolitica, mientras que en
los astrocitos de 30 DIV no se observd un cambio en la actividad de esta ruta
metabdlica. Es posible que estas células tengan una actividad glicolitica basal muy

elevada, representando un nivel maximo de actividad. Una observacion muy
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interesante es que la presencia de AA no fue capaz de modificar la razén del
consumo de glucosa, indicando que este efecto no depende de la capacidad redox
de la vitamina C. Como se ha descrito previamente, el DHA inhibe de forma
irreversible a la enzima HK, resultado obtenido in vitro y utilizando elevadas
concentraciones de DHA, cercanas a 10 mM (Fiorani et al., 1997; Fiorani et al.,
2000). Para analizar este efecto en nuestro modelo, estandarizamos un protocolo de
extraccion de la actividad HK desde los astrocitos, donde determinamos que la
presencia de DHA estimula la actividad HK sélo en los astrocitos de 15 DIV.

Al analizar el efecto del DHA sobre la actividad de la via PPP, observamos que
la presencia de DHA en los astrocitos de 15 DIV provocé un aumento del 200% en la
actividad de la via PPP, lo cual indicaria un efecto dual del DHA en estas células,
estimulando la actividad glicolitica y la via PPP, cambios que llevarian a las células a
elevar su metabolismo de glucosa y a una mayor capacidad redox, producto de la
elevacion de los niveles de NADPH. Con el objetivo de determinar como DHA genera
el cambio de actividad de la via PPP, determinamos la actividad de la enzima
G6PDH, la cual representa el primer punto de control de la via PPP. Observamos
que el DHA aumenta 12 veces la actividad de la enzima en astrocitos de 15 DIV. En
los astrocitos de 30 DIV la presencia de DHA inhibe la actividad de la via. En
literatura un trabajo describe un efecto estimulador del DHA sobre la actividad PPP
en células mieloides humanas (Puskas et al., 2000). Sin embargo, este trabajo logra
evidenciar el efecto del DHA luego de 48 horas post incubacién y asociado a un
aumento en la expresion de la enzima G6PDH. Nuestros resultados serian el primer
indicio del efecto del DHA en condiciones agudas, de manera independiente a

cambios en la expresién enzimatica y primer trabajo en células cerebrales.
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En una siguiente etapa en esta tesis, analizamos si la acumulacion de DHA
afecta los niveles de GSH en astrocitos. EI GSH es el agente antioxidante no
enzimatico mas importante en la mayoria de los érganos a excepcion del cerebro,
donde este papel lo cumple el AA (Rice, 2000). El estudio del metabolismo del GSH a
nivel cerebral ha permitido definir que esta molécula es producida a partir de sus
aminoacidos constituyentes solo en los astrocitos, mientras que las neuronas serian
incapaces de sintetizarlo de novo. (Dringen, 2000b; Dringen and Hirrlinger, 2003).

En los astrocitos de 15 DIV la presencia de DHA provocd un aumento en los
niveles de GSH, efecto que fue directamente proporcional al tiempo de incubacién y
concordante con el tiempo de activacion de la via PPP. Por otro lado, en los
astrocitos de 30 DIV la presencia de DHA provoco una drastica caida en los niveles
de GSH llegando a disminuir un 98%, la cual fue directamente proporcional al tiempo
de incubacion. Los resultados anteriores muestran claramente que el efecto del DHA
sobre la actividad de la via PPP afecta directamente a los niveles de GSH intracelular
y con ello afecta directamente la capacidad de las células para responder a un
periodo de estrés oxidativo, ya sea reciclando el DHA o inhibiendo directamente la

accién de los agentes oxidantes.

6.8.- La acumulacién de vitamina C en astrocitos modula el metabolismo de
lactato.

La elevada actividad basal de la via PPP en astrocitos de 15 DIV indicaria que
la glucosa incorporada seria preferentemente consumida a través de esta via. Esta
condicion incrementaria fuertemente (200%) en presencia de DHA. Una pregunta

valida es si la glucosa no es metabolizada por la glicdlisis, ¢ cdmo el astrocito obtiene
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energia suficiente para su normal funcionamiento?. Nuestro laboratorio ha descrito
previamente que la acumulacion de AA en neuronas es capaz de estimular la
captacion de lactato (Castro et al., 2007; Castro et al., 2008a; Castro et al., 2009). Al
analizar el efecto de la acumulacién de DHA sobre la captacion de lactato en
astrocitos de 15 y 30 DIV, concluimos que la presencia de DHA estimula la captacion
de lactato en ambos modelos de astrocitos. Sin embargo, el efecto fue mas
significativo en los astrocitos de 15 DIV, donde se observé un 80% de aumento en la
captacién de lactato. Podemos sugerir que la glucosa seria utilizada principalmente
por la via PPP, para mantener el potencial anabdlico de las células, de esta forma,
los astrocitos incorporarian lactato para ser utilizado como fuente de energia.
Adicionalmente, esta propuesta se contradice en parte, con el modelo de
acoplamiento metabdlico donde los astrocitos serian capaces de convertir el piruvato
en lactato por la expresion de la enzima LDHS5. De esta forma, los astrocitos serian
productores de lactato y no consumidores de este (Pellerin and Magistretti, 1994;
Laughton et al.,, 2000). Sin embargo, el modelo anterior no es el Uunico modelo
planteado para explicar el metabolismo energético cerebral. Recientemente, se ha
propuesto un modelo donde las neuronas serian dependientes de glucosa para
mantener su requerimiento energético, considerando las constantes cinéticas de las
enzimas involucradas en el proceso de metabolizacion de la glucosa y no tendrian la
capacidad de utilizar niveles importantes de lactato. De esta forma las neuronas en
condicion de actividad cerebral, generarian lactato para ser liberado al espacio
extracelular, donde seria incorporado y metabolizado por los astrocitos (Vannucci

and Vannucci, 2000; Simpson et al., 2007; Mangia et al., 2009; Mangia et al., 2011).
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Nuestros resultados concuerdan con el segundo modelo propuesto, situacion que
seria incrementada en presencia de DHA.

Otro agente importante en la interaccion astrocito-neurona, es el glutamato,
molécula que actuaria aumentando la incorporacion de glucosa y la liberacién de
vitamina C en los astrocitos. En nuestro analisis demostramos que glutamato provoca
efectos dispares en los astrocitos de 15 y 30 DIV. La presencia de glutamato genera
cambios metabdlicos solo en los astrocitos de 15 DIV aumentando la reduccion del

DHA, potenciando el rol antioxidante de los astrocitos.

6.9- Transporte de AA y DHA en neuronas.

Como se menciond previamente, la vitamina C es el agente antioxidante mas
importante del cerebro, y debido a su funcibn se encuentra en elevadas
concentracion en las diferentes células cerebrales, siendo las neuronas las células
con mayores concentraciones de AA, cercanas a 10 mM, 10 veces mayor a la
presente en astrocitos (1 mM) y 50 veces mayor a la presente en el liquido
extracelular (250 uM) (Rice, 2000; Hediger, 2002).

El transporte de vitamina C en neuronas seria preferentemente a través de
SVCT2, el cual fue descrito por primera vez en neuronas por nuestro grupo (Castro et
al., 2001) y confirmado en esta tesis. Al analizar la expresion de los transportadores
GLUT1 y GLUT3, observamos que las neuronas expresan preferentemente el
transportador GLUT3. Al realizar los estudios de transporte para la captacion de 2-
DOG y DHA observamos que el transporte de 2-DOG en neuronas es similar a lo

observado en los astrocitos de 15 y 30 DIV. Sin embargo, al analizar el transporte de
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DHA observamos que las neuronas son capaces de incorporar bajos niveles de DHA
en comparacion con los astrocitos de 15 y 30 DIV. Estos resultados soportan la idea
de que en condiciones de aumento en los niveles de DHA serian los astrocitos las

células encargadas de captar el DHA desde el espacio extracelular.

6.10.- Efecto de la acumulacién de vitamina C en neuronas

El modelo de reciclamiento de vitamina C cerebral postula que las neuronas
serian células incapaces de reducir eficientemente el DHA intracelular. Al analizar la
reduccion de DHA en neuronas demostramos una baja capacidad para reducir el
DHA incorporado, el potencial reductor fue estimulado levemente en presencia de
glutamato. Ademas observamos que las neuronas tienen una baja capacidad para
mantener el AA incorporado en su forma reducida y es rapidamente oxidado. Estos
resultados nos permiten afirmar que las neuronas serian células generadoras de
DHA.

Al analizar la liberacion de vitamina C desde las neuronas, observamos que
estas células liberan un bajo porcentaje de vitamina C en comparacién con los
astrocitos. Ademas, un 70% del la vitamina C liberada se encuentra como DHA. Sin
embargo, este proceso no fue inhibido por los agentes utilizados. Lo cual abre la
posibilidad a un nuevo mecanismo de liberacion para el DHA desde las neuronas,
independiente de los transportadores bidireccionales GLUTs y de los mecanismos de
liberacion observados en astrocitos de 15y 30 DIV.

Los resultados anteriores sugieren que en las neuronas estaria favorecido el

proceso de acumulacién intracelular de DHA, condicidn que generaria un efecto
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toxico para las neuronas (Song et al., 2001; Song et al., 2002). Sin embargo, no hay
publicaciones que analicen el posible efecto del DHA sobre el metabolismo de la
glucosa en neuronas, aspecto importante si consideramos que las neuronas son
altamente dependientes de la glucosa como fuente energética (Eklof and Siesjo,
1971; Siesjo, 1978b). Al cuantificar el metabolismo basal de la glucosa en neuronas,
observamos que estas células presentan una tasa glicolitica moderada en
comparacion a los astrocitos, y una elevada actividad de la via PPP, similar a lo
observado en los astrocitos de 15 DIV. La elevada actividad PPP se podria relacionar
a la mayor produccion de agentes oxidantes que ocurre en la neurona (actividad de
neurotransmision). Los resultados anteriores que sefialan una moderada actividad
glicolitica de las neuronas se contradicen con los estudios clasicos de metabolismo
cerebral, indicando un alta flujo glicolitico en estas células (Siesjo, 1980; Siesjo and
Rehncrona, 1980). Sin embargo, estudios recientes indicarian que las neuronas
podrian regular su tasa glicolitica de acuerdo a las condiciones de actividad neuronal,
presencia de glutamato, oxido nitrico o estrés cerebral (Bolafios et al., 2007; Bolafios
et al., 2008; Herrero-Mendez et al., 2009).

Al analizar el efecto de DHA sobre el metabolismo energético neuronal
observamos que el DHA inhibe significativamente la actividad glicolitica de las
neuronas, logrando una inhibicién del 75% de la glicdlisis luego de 45 min, este
efecto, es de gran relevancia ya que inhibidores clasicos de la glicdlisis tales como,
cianuro o fluoruro, no logran una inhibicién tan significativa a los 45 min requiriendo
largos periodos de incubacion para observar un efecto similar (Proudfoot et al.,
2006). Paralelamente demostramos que DHA inhibe la actividad HK, mecanismo que

usaria esta molécula para inhibir el flujo glicolitico. Es importante sefalar que la HK
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presente en neuronas y astrocitos podria ser diferente, debido al efecto diferencial
observado con DHA.

Al analizar el efecto de DHA sobre la actividad de la via PPP, observamos que
esta molécula estimula en un 250% la actividad de esta via metabdlica, lo cual
significaria altas dosis de NADPH y posiblemente una mayor capacidad para reducir
GSH y finalmente al DHA. Al analizar el efecto del DHA sobre los niveles de GSH
neuronales, observamos que a tiempos cortos, el DHA provoca una disminucién del
70% en los niveles de GSH, sin embargo, luego de 30 min de incubacién con DHA,
observamos una recuperacion en los niveles de GSH, este aumento coincide con el
tiempo en el cual DHA incrementa la actividad de la via PPP. Previamente, ha sido
reportado que la presencia de DHA es capaz de generar la muerte neuronal,
posiblemente debido al efecto prooxidante del DHA (Song et al., 2001). Sin embargo,
nuestros resultados permiten postular que la muerte neuronal en condiciones de
aumento en los niveles de DHA se deberia principalmente al potente efecto inhibitorio
del DHA sobre la glicdlisis, en esta condicion, las neuronas serian incapaces de
mantener su requerimiento energético y este desequilibrio provocaria la activacion de
diferentes sefiales, que llevarian finalmente a la muerte neuronal. Con los resultados
obtenidos planteamos un modelo que integra el efecto de la acumulacién de DHA en

neuronas (Figura 36).
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Figura 36: Modelo propuesto para el efecto de DHA sobre el metabolismo

energético neuronal.

Las neuronas incorporarian preferentemente AA via el transportador SVCT2 (1), el
AA seria utilizado como agente antioxidante con la generacién de moléculas de DHA
(2), el DHA generado intracelularmente inhibiria la glicdlisis bloqueando la actividad
de la enzima HK (3). Por otro lado, DHA estimularia la actividad de la via PPP (4).
Ademas, tratamientos agudos de DHA provocarian una disminucién en los niveles de
GSH. En condiciones cronicas la presencia de DHA estimularia el reciclaje de GSH
(5). Al no poder obtener energia via glicdlisis, la neurona comenzaria a utilizar lactato
como sustrato energético, condicion que se ve favorecida por la presencia de DHA

molécula que estimula la incorporacion de lactato (6).
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6.11.- Modelo propuesto para la interaccion neurona-astrocito y neurona-

astrocito reactivo.

Con el objetivo de integrar los resultados obtenidos en astrocitos y neuronas
proponemos dos modelos de interaccion astrocito-neurona, uno considerando la
interaccidn entre neuronas y astrocitos normales (15 DIV) y otro considerando la
interaccidon de neuronas con astrocitos reactivos (30 DIV).

En condiciones cerebrales normales, las neuronas captan AA desde el medio
extracelular y lo utilizan como el principal agente antioxidante. La actividad neuronal
normal, requiere un alto consumo de energia y oxigeno, lo cual provoca un aumento
en los agentes oxidantes extracelulares que podrian generar la oxidacién extracelular
del AA, con la consecuente generacion de niveles crecientes de DHA. EI DHA seria
captado por los astrocitos via transportador GLUT1. En los astrocitos el DHA seria
reducido a AA. Sin embargo, considerando que la reduccion es un proceso paulatino,
se produciria una acumulacion transitoria de DHA intracelular, lo cual seria una sefal
para que los astrocitos incrementen su capacidad antioxidante, aumentando la
actividad de la via PPP y con ello los niveles intracelulares de NADPH y GSH; en
esta condicidon los astrocitos potenciarian su capacidad para reducir el DHA a AA.
Luego los astrocitos liberarian el AA al espacio extracelular, posiblemente via los
hemicanales de conexina 46. El AA liberado por los astrocitos podria ser nuevamente
incorporado por las neuronas que expresan el transportador SVCT2, a diferencia de
los astrocitos que solo son capaces de incorporar la forma oxidada de la vitamina C.

En esta condicién la actividad glutamatérgica estimula la capacidad de reduccion del
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DHA en astrocitos, incrementando los niveles de GSH con lo cual potencia el rol
antioxidante de los astrocitos (Figura 37, A).

En una condicion de injuria cerebral, los astrocitos responden generando la
gliosis reactiva. En nuestro modelo los astrocitos reactivos (30 DIV) incrementan
fuertemente la captacion de DHA y no la de glucosa, posiblemente por la induccién
de la proteina estomatina (Anexo 1), sin embargo, la activacion glial provocaria una
perdida de la capacidad reductora de los astrocitos y los niveles de GSH
intracelulares no serian suficientes para reducir las altas dosis de DHA incorporado.

La perdida de la capacidad reductora se potenciaria por la baja actividad de la
via PPP y por la alta tasa glicolitica en los astrocitos reactivos, por lo tanto, en estas
células estarian favorecidos los metabolismos necesarios para la obtencion de
energia por sobre aquellos encargados de mantener el balance redox. Esta condicion
provocaria que los astrocitos comiencen a liberar altas dosis de DHA al espacio
extracelular. Al aumentar el DHA extracelular, esta molécula podria ser incorporada
por las neuronas, células donde la acumulacién del DHA inhibiria la glicdlisis en
neuronas, inhibiendo a la enzima regulatoria HK, este efecto potenciaria una muerte
neuronal masiva (Figura 37, B). En los astrocitos reactivos la presencia de glutamato
no afecto significativamente el metabolismo energético, pero si fue un potente

estimulador de la liberacion de DHA, potenciando el dafio oxidativo neuronal.
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Figura 37: Modelo propuesto para la interaccion astrocito-neurona y astrocito

reactivo-neurona.

A. En condiciones cerebrales normales, el DHA se encuentra en bajas
concentraciones y es generado principalmente por la oxidacién de AA extracelular
(1). En esta condicién los astrocitos incorporan (2) y reducen el DHA a AA (3), el cual
es liberado al espacio extracelular (4) por los astrocitos. En los astrocitos, la
incorporacion de DHA o glutamato incrementan el potencial reductor, aumentando la
actividad de la via PPP (5 y 7) con el posterior aumento en los niveles de GSH (6).
Ademas en esta condicion, la acumulacion de DHA incrementa la captacion de
lactato, para utilizarlo como fuente energética (8).

B. En una condicion de injuria cerebral, aumentarian los niveles extracelulares de
DHA, por un aumento en los niveles de moléculas oxidantes y por una posible
libracion de DHA desde la neurona (1). EI DHA extracelular seria captado
eficientemente por los astrocitos reactivos via GLUT1 (2). En el interior de los
astrocitos reactivos el DHA no seria reducido (3) y seria liberado como DHA al
espacio extracelular (4). La acumulaciéon de DHA en estas células induciria una
disminucién significativa en la actividad de la via PPP (5), efecto que se potencia en
presencia de glutamato (6). La inhibicion de la via PPP conlleva a una baja en los
niveles de GSH y a una baja en el poder reductor. Ademas, los astrocitos reactivos
comenzarian a utilizar lactato como fuente de energia (7). Los astrocitos al liberar
DHA al espacio extracelular potenciarian la acumulacion de esta molécula en las
neuronas lo que provocaria una inhibicion en la glicélisis (8) y un aumento en la
actividad PPP y de GSH para amortiguar el estrés oxidativo, provocado por DHA. Por
ultimo, el DHA acumulado incrementaria la captacion de lactato por las neuronas

para ser utilizado como fuente de energia (9).

170



A) Reciclamiento de la vitamina C en condiciones cerebrales normales

AA-

AA <
LROS
7 )
DHA l
4
AAsg v an -V ;
DHA >DH A—im-VDI;IéHﬁm AA/DHA
/+ GSSG
Glu
glicolisis —— Energia

Gluc

. glicolisis et
=
= Gluc
c - Gluc
r >+ PPP 3
\ +Lac4@— Lac

Astrocito Normal

Neurona

B) Reciclamiento de la vitamina C en presencia de astrocitos reactivos
AA

. DHA
DHA

AA
DHA

AA g, L
T~DHA “DHA

-
glicolisis | —gm Energia

g —w Gluc ' + T
+PPP +Lac£m— Lac

Neurona

Gluc

Astrocito Reactivo

Lac

171



VIl.- Conclusiones generales

1.- Los astrocitos normales del cerebro detectan los niveles de DHA extracelulares, y
responden incorporando y reduciendo el DHA a AA intracelularmente, por un
mecanismo dependiente de GSH. Ademas, los astrocitos acumulan AA,

posiblemente para ser liberado en condiciones de estrés oxidativo.

2.- La acumulacion de DHA en astrocitos normales potencia la capacidad reductora
de estas células, incrementando la actividad de la via de las pentosas fosfato e
incrementando los niveles de GSH, cambios metabdlicos que en su conjunto
potencian la reduccion del DHA incorporado. La capacidad reductora de estas células
es también estimulada en presencia de glutamato, que estimula la actividad de la via

de las pentosas fosfato.

3.- El periodo de cultivo de los astrocitos modula significativamente la respuesta
metabdlica de las células a la vitamina C, aumentando la toma de DHA, induciendo la
expresion del transportador GLUT3 y SVCT2 e induciendo la expresién de
marcadores propios de astrocitos reactivos tales como MAP-2, vimentina y nestina.

Largos periodos de cultivo inducen la activacion de los astrocitos in vitro.

4.- Los astrocitos reactivos inducen cambios significativos en su metabolismo
energético, incrementando la actividad glicolitica y presentando bajos niveles de

actividad de la via de las pentosas fosfato.
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5.- La glia reactiva cambia el metabolismo de la vitamina C, disminuyendo la
capacidad reductora de las células y favoreciendo la acumulacion de DHA. Esta

molécula podria ser liberada al medio extracelular.

6.- Una incorporacion masiva de DHA a las neuronas induce la inhibicion de la

glicolisis. Esta condicidon estimularia a las neuronas a incrementar la captacion de

lactato.

7.- La forma oxidada de la vitamina C, DHA, en el cerebro seria un potente regulador

metabdlico favoreciendo el potencial antioxidante de los astrocitos.
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IX.- ANEXO 1

Estomatina
st 1 2 3 4 5
~4—200ph
p-actina

Expresion de Estomatina
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Ast Ast
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Neu Cerebro C6

Anexo 1: Expresion del mARN de la proteina estomatina en cultivos de
astrocitos y neuronas.

Los astrocitos fueron extraidos desde cerebros de 1 dia PN y fueron mantenidos en
cultivo por 15 y 30 dias. Las neuronas fueron extraidas desde cerebros embrionarios
y fueron mantenidas en cultivo por 5 dias. A. Analisis de RT-PCR de estomatina. Los
productos de RT-PCR de estomatina se obtuvieron amplificando ADNs de astrocitos
de 15y 30 DIV (lineas 1y 2, respectivamente), neuronas de 5 DIV (linea 3), cerebro
total (linea 4) y la linea tumoral C6 (linea 5). D. Cuantificacion de la intensidad de la
banda obtenida en el ensayo de RT-PCR de la figura A, en relacion a la expresion del

gen de referencia p-actina.
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