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RESUMEN

El déficit de vitamina C esta presente en distintos grupos de la poblacion humana.
En el sistema nervioso, esta vitamina desempefia un papel fundamental como
antioxidante, contribuyendo en la mantencion de la homeostasis redox y la
prevencion del dano oxidativo, un proceso asociado a enfermedades
neurodegenerativas. Basandose en un modelo de cobayo escorbutico, nuestro
laboratorio evaludé el efecto del déficit de vitamina C en neuronas motoras
espinales. Las observaciones evidenciaron debilidad de las extremidades y una
menor frecuencia respiratoria, lo que sugiere una afeccién asociada al bulbo
raquideo. Para este trabajo se planteo la hipétesis de que el déficit de vitamina C
o escorbuto induce dafio oxidativo en las neuronas motoras bulbares, generando
muerte neuronal. De esta manera, se establecieron dos objetivos: (1) Determinar
si la induccion del escorbuto altera las caracteristicas celulares y subcelulares de
las neuronas motoras bulbares en el cerebro de cobayo. (2) Definir las
caracteristicas subcelulares de neuronas motoras cervicales sometidas a un
déficit de vitamina C y dafio oxidativo. Nuestros resultados mostraron que el
déficit de vitamina se asocié con un deterioro motor, una disminucién de neuronas
y de SVCT2 en el bulbo raquideo, junto con la generacion de astrocitos reactivos
positivos a SVCT2 en el tronco encefalico. A nivel subcelular, se identificaron
alteraciones en la homeostasis del reticulo endoplasmatico y la organizacion

mitocondrial. En las neuronas motoras humanas, con caracteristicas cervicales
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diferenciadas in vitro, el déficit de vitamina C alter6 la organizacion de los
procesos neuronales y la distribucion de marcadores mitocondriales, efectos que
se intensificaron frente al dafio oxidativo. Estos hallazgos demostraron
alteraciones neuronales y efectos subcelulares asociados al déficit de vitamina C

en modelos in vivo e in vitro.
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ABSTRACT

Vitamin C deficiency is present in different groups of the human population. In the
nervous system, this vitamin plays a fundamental role as an antioxidant,
contributing to the maintenance of redox homeostasis and the prevention of
oxidative damage, a process associated with neurodegenerative diseases. Using
a scorbutic guinea pig model, our laboratory evaluated the effects of vitamin C
deficiency on spinal motor neurons. Our observations revealed limb weakness
and a reduced respiratory rate, suggesting an impairment associated with the
medulla oblongata. In this study, we hypothesized that vitamin C deficiency, or
scurvy, induces oxidative damage in bulbar motor neurons, leading to neuronal
death. Accordingly, two objectives were established: (1) to determine whether the
induction of scurvy alters the cellular and subcellular characteristics of bulbar
motor neurons in the guinea pig brain; and (2) to define the subcellular
characteristics of cervical motor neurons subjected to vitamin C deficiency and
oxidative damage. Our results showed that vitamin C deficiency was associated
with motor impairment, a reduction in neuronal number and SVCT2 levels in the
medulla oblongata, together with the generation of SVCT2-positive reactive
astrocytes in the brainstem. At the subcellular level, alterations in endoplasmic
reticulum homeostasis and mitochondrial organization were identified. In human
motor neurons with cervical characteristics differentiated in vitro, vitamin C

deficiency altered the organization of neuronal processes and the distribution of
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mitochondrial markers, effects that were exacerbated in response to oxidative
damage. These findings demonstrate neuronal alterations and subcellular effects

associated with vitamin C deficiency in both in vivo and in vitro models.
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1. INTRODUCCION

1.1 Escorbuto y déficit de vitamina C

El escorbuto es una enfermedad causada por una deficiencia severa vy
prolongada de vitamina C. Esta enfermedad ha afectado a la poblacion humana
desde tiempos antiguos. Historicamente, se manifestaba en soldados y
marineros que permanecian largos periodos de tiempo en embarcaciones y sin
acceso a frutas y vegetales frescos, lo que llevaba a una deficiencia de vitamina
C y el desarrollo de escorbuto, el cual de no ser tratado resultaba en la muerte

de los individuos (Gandhi et al., 2023).

La mayoria de los mamiferos son capaces de sintetizar endogenamente la
vitamina C a partir de la glucosa en el higado. Sin embargo, los seres humanos
y algunas especies, como los cobayos y murciélagos de la fruta, poseen un gen
no funcional para la enzima L-gulonolactona oxidasa, encargada de catalizar la
etapa final de la biosintesis de la vitamina C (Campo, Nishikimi & Yagi, 1991). En

consecuencia, estas especies dependen de la dieta para obtener esta vitamina.

Se estima que una ingesta diaria de vitamina C de 100 a 200 mg permite
mantener concentraciones plasmaticas suficientes de 50 — 75 umol/L. Niveles
inferiores a 23 pmol/L son caracteristicos de hipovitaminosis C, que puede

manifestarse con sintomas como fatiga, disminucion del apetito y alteraciones del



animo, mientras que niveles por debajo de 11 pumol/L son correspondientes a una
deficiencia de vitamina C, la cual puede progresar al desarrollo de la enfermedad
escorbutica (Rowe & Carr, 2020). Esta enfermedad se caracteriza por
alteraciones en la sintesis de colageno y la integridad del tejido conectivo,
manifestandose clinicamente como hemorragias perifoliculares con aparicion de
petequias, inflamacion, artralgia, sincope y, en casos severos, muerte subita

(Hirschmann & Raugi, 1999).

Aunque el escorbuto se describié clasicamente como una enfermedad comun en
siglos anteriores, en la actualidad aun se reportan casos de esta patologia. Los
estudios que han evaluado los niveles de vitamina C en la poblacién son escasos.
Sin embargo, una revision realizada por Rowe y Carr en 2020 recopilé datos de
distintos paises y sefialo que la hipovitaminosis C y la deficiencia de esta vitamina
se presentan en proporciones variables a nivel mundial. En esta revision, sefialan
una deficiencia de vitamina C de 8,4% en Estados Unidos, 32% en México, 34%
en Sudafrica y sobre un 70% en la India, siendo este ultimo uno de los valores
mas bajos registrados (Rowe & Carr, 2020). En este contexto, la deficiencia de
vitamina C se encuentra asociada principalmente a una alimentacion deficiente,
tabaquismo, obesidad, trastornos gastrointestinales como la enfermedad
inflamatoria intestinal, e intervenciones quirurgicas como la cirugia bariatrica,
donde puede verse comprometida la absorcion intestinal de esta vitamina

(Gandhi et al., 2023; Riess et al., 2009).



1.2 Vitamina C

La vitamina C, también llamada &acido ascérbico (AA), es una vitamina
hidrosoluble con propiedades acidas y reductoras. En el organismo, se puede
encontrar en su forma reducida como AA, a pH fisiolégico en su forma ani6nica
como ascorbato y en su forma oxidada como acido dehidroascorbico (DHA)

(Salazar et al., 2023).

Tal como se describié previamente, para los seres humanos la obtencion de esta
vitamina depende exclusivamente de la dieta. Su absorcidn ocurre principalmente
en el epitelio del intestino delgado a través de los transportadores de vitamina C
dependientes de sodio tipo 1 (SVCT1) (Figura 1A). En plasma, el AA alcanzan
concentraciones cercanas a 50 uM, mientras que el DHA se encuentra entre 2 y
5 uM, por lo tanto, el AA corresponde a la forma predominante de vitamina C en
el plasma sanguineo (Nualart et al., 2014). Tras su absorcion, el AA se distribuye
a los distintos tejidos, concentrandose particularmente en el higado, la
musculatura esquelética y el cerebro, los cuales se estima que presentan la

mayor proporcién de AA en el organismo (Padayatty & Levine, 2016).

En el sistema nervioso, el AA es incorporado a través de los transportadores de
vitamina C dependientes de sodio tipo 2 (SVCT2), una isoforma altamente
expresada en el cerebro y los ojos, mientras que el DHA es incorporado a traveés

de los transportadores facilitadores de glucosa tipo 1 (GLUT1) (Figura 1B)



(Nualart et al., 2014; Nualart et al., 2003; Tsukaguchi et al., 1999). El ingreso del
AA ocurre a través de los transportadores SVCT2 que se encuentran en la
membrana basolateral de las células epiteliales del plexo coroideo (Ulloa et al.,
2019). Una vez incorporado, el AA es liberado al liquido cefalorraquideo (LCR)
mediante el transportador GLUT12 (Miyata et al., 2022). En el LCR, el AA alcanza
concentraciones de 200 — 400 pM, y difunde al medio extracelular (LEC) por
medio de un gradiente de concentracion a través de las células ependimarias

(Nualart et al., 2014; Portugal, 2024).

En el parénquima cerebral, las neuronas captan el AA a través de los
transportadores SVCT2, lo que les permite alcanzar concentraciones
intracelulares cercanas a 10 mM. Por otro lado, las células gliales como los
astrocitos presentan niveles significativamente menores, alcanzando
aproximadamente 1 mM (Rice, 2000). A diferencia de las neuronas, se ha
observado que los astrocitos no expresan el transportador SVCT2 en condiciones
basales (Castro et al., 2001; Pastor et al., 2013; Salazar et al., 2014). Sin
embargo, estudios han demostrado que, en condiciones de cultivo celular in vitro
y en contextos fisiopatolégicos de estrés, como una lesiébn cerebral y
neuroinflamacion, los astrocitos son capaces de inducir la expresion de este
transportador, por lo que podrian incorporar el AA (Berger & Hediger, 2000;

Cisternas et al., 2026; Salazar et al., 2018).
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Figura 1. Absorcion e ingreso del AA en el sistema nervioso.

(A) EI AA se absorbe en el intestino delgado a través de los transportadores SVCT1 y es
incorporado a la sangre. (B) En el sistema nervioso, el AA ingresa al LCR desde el
epitelio del plexo coroideo a través de los transportadores SVCT2 y GLUT12. En el LCR,
el AA difunde a través de las células ependimarias llegando al LEC. El AAingresa a las
neuronas mediante SVCT2 donde es oxidado a DHA, el cual es incorporado a los
astrocitos y reducido a AA. Imagen modificada de (Harrison & May, 2009; Nualart et al.,

2014; Portugal, 2024). Esquema creado en BioRender.com.

Dentro de la célula, el AA actua como agente reductor y donante de electrones,
generando como intermediario el radical libre de ascorbato. Este radical puede

ser reducido nuevamente a AA por accidén de las reductasas dependientes de



NADH y NADPH. Sin embargo, cuando se produce una acumulacion del radical
ascorbato, dos de estas moléculas reaccionan entre si, formando una molécula

de AAy otra de DHA (Harrison & May, 2009; Rice, 2000).

Para mantener las concentraciones fisiologicas de AA, se ha propuesto un
mecanismo de reciclaje entre la neurona y los astrocitos, denominado el “efecto
espectador”. Este mecanismo consiste en que, una vez generando el DHA, este
es liberado al parénquima cerebral por la neurona a través de los transportadores
GLUTS3. Luego, el DHA es incorporado a las células astrociticas a través del
transportador GLUT1. Se estima que los astrocitos poseen hasta cuatro veces
mas glutation que las neuronas vy, por lo tanto, una mayor capacidad reductora
(Rice, 2000). De esta forma, los astrocitos son capaces de reducir el DHA a AA,
el cual es liberado nuevamente al parénquima para ser reutilizado (Cisternas et

al., 2026; Nualart et al., 2014; Nualart et al., 2003).

Este mecanismo no solo es relevante para mantener las concentraciones de AA,
sino también para evitar la acumulacion de DHA. En condiciones fisiologicas, el
DHA se encuentra en concentraciones muy bajas y, dada su toxicidad para las
células neuronales, es rapidamente reducido (Garcia-Krauss et al., 2016). Sin
embargo, bajo ciertas condiciones patoldgicas en las que aumenta el estrés
oxidativo, puede producirse una oxidacion masiva de AA extracelulares, lo que

eleva las concentraciones de DHA y provoca dafo neuronal (Cisternas et al.,



2014). Nuestro laboratorio ha descrito varios de los efectos del DHA en las células
neuronales. Cisternas y colaboradores (2014) demostraron que el tratamiento
con DHA provoca una disminucion transitoria del glutation reducido en neuronas
corticales, generando un cambio metabdlico en las neuronas, caracterizado por
la inhibicidn de la via glucolitica y el aumento de la utilizacion de glucosa en la
via de las pentosas fosfato, con el fin de recuperar los niveles de glutation
(Cisternas et al., 2014). Garcia-Krauss y colaboradores (2016) demostraron que
el DHA potencia la muerte neuronal bajo condiciones de estrés oxidativo, en
comparacion con células expuestas unicamente a dafo oxidativo (Garcia-Krauss
et al., 2016). Espinoza y colaboradores (2020) demostraron que el tratamiento
con DHA altera la morfologia de las neuritas, reduciendo sus procesos y volumen,
ademas de incrementar las especies reactivas en cultivos de neuroesferas
(Espinoza et al., 2020). Ferrada y colaboradores (2020) demostraron que el DHA,
en condiciones de estrés oxidativo, induce muerte celular del tipo necroptética
(Ferrada et al., 2020). Finalmente, Magdalena y colaboradores (2025)
demostraron que el tratamiento de neuroesferas con DHA reduce la longitud y
ramificacion de las neuritas, y esta asociado a un incremento de RIPK1, una

proteina involucrada en vias de muerte celular (Magdalena et al., 2025).

La vitamina C participa en una variedad de funciones en el organismo, entre ellas
la sintesis de colageno, donde actua como cofactor de las enzimas prolil 3-

hidroxilasa, prolil 4-hidroxilasa y lisil hidroxilasa, las cuales hidroxilan residuos de



prolina y lisina para la formacién y estabilizacion de la estructura de triple hélice
del colageno, proteina estructural esencial para la integridad de multiples tejidos,

incluyendo la piel y los vasos sanguineos (Padayatty & Levine, 2016).

En el cerebro, la vitamina C actua como cofactor enzimatico en diversas
reacciones, como la sintesis de catecolaminas, carnitina, colesterol, aminoacidos
y ciertas hormonas peptidicas (Harrison & May, 2009). Ademas, se ha descrito su
participacion en la regulacidon epigenética, actuando como cofactor de enzimas
implicadas en la desmetilacion del ADN, lo que favorece cambios en la expresién
génica y la reprogramacion de células somaticas hacia células madre

pluripotentes inducidas (Esteban et al., 2010; Salazar et al., 2023).

Adicionalmente, otra funcion atribuida al AA es su participacion en el desarrollo
neuronal y en el proceso de neurogénesis. Por un lado, en cultivos de neuronas
corticales y en lineas celulares neuronales, la sobreexpresion del transportador
de AA SVCT2 aumentd la arborizacidn neuronal, promoviendo la formacién de
procesos neuriticos primarios, secundarios y terciarios (Salazar et al., 2021). Por
otro lado, en cobayos deficientes en vitamina C se observé una disminucion de
los neuroblastos (células madre neurales) en los nichos neurogénicos de la zona
subventricular y del ventriculo lateral, lo que sugiere que el AA es importante para

el desarrollo de la neurogénesis adulta (Jara et al., 2022).



Por otra parte, una de las funciones mas reconocidas de la vitamina C en el
cerebro corresponde a su accion antioxidante, mediante la neutralizacién directa
de especies reactivas y radicales libres generados durante el metabolismo
celular, como el anién superoxido. El cerebro es particularmente vulnerable al
dafio oxidativo debido a su elevado consumo energético y a la abundancia de
lipidos susceptibles a oxidacion. En este contexto, el AA actua como uno de los
principales agentes antioxidantes en el tejido cerebral, contribuyendo al
mantenimiento de la homeostasis redox y la proteccion neuronal frente al estrés

oxidativo (Harrison & May, 2009).

1.3 Dano oxidativo

Las neuronas se consideran células metabolicamente muy activas. Por esta
razon, se encuentran constantemente expuestas a especies reactivas de oxigeno
(ROS) y nitrogeno (RNS) que se generan como subproductos de las reacciones
metabdlicas que tienen lugar en los distintos compartimentos subcelulares. En
concentraciones fisiologicas, las ROS cumplen funciones como moléculas
sefalizadoras, participando en procesos de plasticidad sinaptica y supervivencia
celular. Sin embargo, durante el envejecimiento y en ciertas condiciones
patoldgicas, puede producirse un aumento de la generacion de ROS y una
disminucién de los mecanismos antioxidantes, lo que favorece el desarrollo de
estrés y dano oxidativo (Kim et al., 2015; Maldonado et al., 2023; Massaad &

Klann, 2011).



El estrés oxidativo se produce debido a un desequilibrio entre la produccion de
especies reactivas (superoxido, radical hidroxilo, peroxido de hidrogeno, 6xido
nitrico y peroxinitrito), y la capacidad antioxidante que presenta la célula para
eliminar o reparar el dafo inducido por estas moléculas. Las ROS celulares
pueden originarse a partir de fuentes exdgenas, como la radiacion, toxinas vy
quimicos ambientales, o endégenas, donde encontramos la cadena respiratoria
mitocondrial, las NADPH oxidasas (NOX), las xantina oxidasas, el citocromo
P450 del reticulo endoplasmico y las flavin oxidasas en los peroxisomas, siendo
la cadena respiratoria mitocondrial y las NOX las principales fuentes de ROS

endogeno (Juan et al., 2021; Kim et al., 2015; Olufunmilayo et al., 2023).

Para contrarrestar el dafio producido por las especies reactivas, las células
cuentan con mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Entre las
principales enzimas se encuentran las superoxido dismutasas (SOD), como la
isoforma citoplasmatica SOD1, que cataliza la conversion del radical superéxido
en peroxido de hidrégeno. También encontramos las glutation peroxidasas (GRx),
que reducen el peroxido de hidrogeno y productos derivados de la peroxidacion
lipidica utilizando glutation. Entre los mecanismos no enzimaticos se encuentran
antioxidantes endogenos como el glutation reducido, que participa tanto en la
neutralizacion directa de ROS como en reacciones catalizadas por las GPx, y
antioxidantes obtenidos a través de la dieta, donde encontramos la vitamina C

(Bono et al., 2021; Jomova et al., 2023; Kim et al., 2015).

10



El estrés oxidativo afecta multiples componentes celulares, incluidos lipidos,
proteinas y ADN, comprometiendo la funcion y la supervivencia celular. Uno de
los principales procesos inducidos por las especies reactivas es la peroxidacién
lipidica. En este proceso, un radical libre oxida una cadena lipidica insaturada,
particularmente  acidos grasos  poliinsaturados, generando lipidos
hidroperoxidados, los cuales se degradan y forman aldehidos altamente reactivos
como el malonaldehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (HNE) (Ayala et al., 2014;
Juan et al., 2021). La peroxidacién lipidica compromete la integridad de las
membranas celulares y, particularmente en las neuronas, puede alterar la
organizacion de la mielina y la estructura axonal, alterando la transmision del
impulso nervioso. Esto se debe a que la mielina posee un elevado contenido de
lipidos, incluidos colesterol, fosfolipidos y glicolipidos, lo que la convierte en una
estructura altamente susceptible a la oxidacion (Luoma et al., 2015; Smith et al.,
1999). En este contexto, la peroxidacion lipidica ha sido vinculada a
enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis multiple, en la que el dafo
oxidativo contribuye a la pérdida de oligodendrocitos y la alteracion de la

integridad de la mielina (Van San et al., 2023).

Las proteinas constituyen otra de las macromoléculas susceptibles al estrés
oxidativo, cuyas modificaciones pueden inducir su desplegamiento o alterar su
estructura y, por ende, su funcion. Estas modificaciones pueden ser reversibles,

como la s-nitrosilacion, la s-sulfenacion y la s-glutationilacién, que afectan
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preferentemente residuos de cisteina. Por otro lado, pueden generarse
modificaciones irreversibles, como la carbonilacién, caracterizada por la
formacion de grupos carbonilo en residuos aminoacidicos como arginina,
histidina, lisina, prolina, treonina y cisteina, lo que puede comprometer la
estructura y actividad bioldgica de las proteinas (Cai & Yan, 2013; Dalle-Donne
et al., 2006; Wilson & Gonzalez-Billault, 2015). Entre las proteinas susceptibles
al dano oxidativo se encuentran las que conforman el citoesqueleto neuronal,
como los microfilamentos de actina, microtubulos y neurofilamentos, los cuales
son susceptibles a oxidaciéon. En este contexto, un incremento de especies
reactivas puede alterar su organizacion directamente, a través de modificaciones
oxidativas de las proteinas estructurales, o indirectamente, alterando proteinas y
vias de sefializacién que regulan su dinamica (Oswald et al., 2018; Wilson &

Gonzalez-Billault, 2015).

Por ultimo, el estrés oxidativo puede comprometer directamente al ADN,
alterando su replicacion y transcripcion y, cuando el dafo no puede ser reparado,
activando vias de sefalizacién de muerte celular. En este sentido, las especies
reactivas pueden inducir modificaciones oxidativas en las bases nitrogenadas y
provocar rupturas en las hebras del ADN. En particular, la oxidacion de los
residuos de guanina, promueven la formacién de 8-oxo-2-desoxiguanosina (8-
OHdG), que corresponde a uno de los biomarcadores mas utilizados para la

evaluacion del dafio oxidativo en el ADN (Ayna et al., 2025; Rahman et al., 2025).
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Ademas del dano sobre las macromoléculas celulares, el estrés oxidativo puede
comprometer la funcion y dinamica de organelos sensibles a un desequilibrio
redox, como las mitocondrias y el reticulo endoplasmatico (RE). Las mitocondrias
son esenciales para las neuronas, ya que proporcionan el ATP necesario para
mantener su elevada actividad metabodlica. Estos organelos presentan una
dinamica de fision y fusion, con la cual regulan su transporte y distribucion en los
somas y a lo largo de los axones neuronales (Knott et al., 2008). Sin embargo,
un incremento de especies reactivas puede alterar esta dinamica, favoreciendo
la fision o fragmentacion e inhibiendo la fusion mitocondrial. En este contexto, las
mitocondrias dafiadas pueden ser eliminadas mediante la mitofagia, un tipo de
autofagia selectiva que reconoce y degrada mitocondrias disfuncionales y el cual
se encuentra regulado por vias como PINK1-Parkin, en respuesta a una pérdida
de potencial de membrana generada a partir del incremento del dafo oxidativo
(Wang et al., 2019; Xu et al., 2025). Durante este proceso, las mitocondrias
fragmentadas son reconocidas y englobadas por autofagosomas, los cuales se
fusionan con lisosomas para su degradacion (Basak & Holzbaur, 2025). La
alteracion de la homeostasis mitocondrial se ha asociado con enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, donde la fragmentacion
excesiva favorece la disfuncion mitocondrial y el aumento de ROS. En este
contexto, la inhibicién de la fisibn mediada por la proteina DRP1 ha mostrado
reducir la fragmentacién mitocondrial y la produccién de especies reactivas (Baek

etal.,, 2017; Yu et al., 2023).
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Por otro lado, el RE es un organelo fundamental para las neuronas, ya que
participa en la sintesis, plegamiento y control de calidad de las proteinas, la
sintesis de lipidos y el almacenamiento del calcio intracelular, esencial para la
transmision sinaptica. El plegamiento de proteinas en el RE, particularmente la
formacion de puentes disulfuro, requiere de un ambiente oxidante y contribuye a
la generacion de ROS (Ong & Logue, 2023). Por lo tanto, el correcto plegamiento
de las proteinas en el RE depende de un equilibrio redox adecuado, cuya
alteracion podria favorecer la acumulacion de proteinas mal plegadas y
desencadenar estrés reticular. En ese contexto, la célula activa la respuesta a la
proteina desplegada (UPR) regulada por los sensores de estrés PERK, IRE1 y
ATF6. La acumulacién de proteinas mal plegadas promueve su unién a la
chaperona GRP78/BiP, permitiendo la activacién de estos sensores y la via de
sefalizacion. La activaciéon de la UPR produce la inhibicion de la transduccién de
proteinas, un agrandamiento del RE, la regulacion positiva de proteinas
chaperonas para ayudar a corregir el plegamiento incorrecto y la degradacion de
proteinas mal plegadas, con el fin de aliviar el estrés reticular (X. Chen et al.,
2023; Jeon et al., 2023; Perri et al., 2015). El estrés del RE y la acumulacion de
proteinas mal plegadas se ha asociado a enfermedades neurodegenerativas
como la esclerosis lateral amiotrofica, donde se ha descrito un aumento en la
inmunotincion para la proteina GRP78 en motoneuronas de la médula espinal
lumbar de pacientes con ELA, sugiriendo una activacién de la respuesta al estrés

del RE y una alteracion de la homeostasis proteica (Sasaki, 2010).
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1.4 Enfermedades de la neurona motora

El daio oxidativo neuronal se han descrito como mecanismo patologico implicado
en diversas enfermedades neurodegenerativas, incluidas las enfermedades de la
neurona motora (MND) (Barnham et al., 2004). Las MND corresponden a un
conjunto de patologias que se caracteriza por la degeneracién de las
motoneuronas superiores (MNS) e inferiores (MNI). Las MNS se localizan en la
corteza cerebral motora y se proyectan hacia la médula espinal, mientras que las
MNI se ubican en el tronco encefalico y en la médula espinal, proyectandose

hacia el musculo diana (Figura 2A) (Hardiman et al., 2017).

La degeneracion de estas neuronas compromete las vias corticoespinal y
corticobulbar. Las motoneuronas espinales, asociadas a la via corticoespinal,
participan en el control del movimiento muscular voluntario, y su disfuncién
produce manifestaciones como rigidez, espasticidad, fasciculaciones y atrofia
muscular, debido a la pérdida de conectividad sinaptica. Por su parte, las
motoneuronas bulbares, asociadas a la via corticobulbar, participan en funciones
relacionadas con la deglucion, el habla y el control de la musculatura facial, y
controlan funciones vitales involuntarias como la respiracion (Brown & Al-Chalabi,
2017; Feldman et al.,, 2022; Statland et al., 2015). En este sentido, la
degeneracion de las neuronas motoras genera una debilidad progresiva de la

musculatura esquelética voluntaria, comprometiendo funciones como la
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deglucion, el habla, el movimiento de las extremidades y la respiracion (Hardiman

etal., 2017).

Tronco
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Corteza cerebral
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Figura 2. Degeneracion de las neuronas motoras superiores e inferiores en las

enfermedades de la neurona motora.

(A) El tracto corticoespinal comprende las MNS de Betz en la corteza cerebral motora
(via roja) que conectan con las MNI presentes en médula espinal, las cuales se
proyectan hacia el musculo diana (via morada). El tracto corticobulbar conecta las MNS
corticales (via amarilla) con neuronas motoras del tronco encefélico. (B) Las MND
afectan preferentemente a las neuronas motoras presentes en la capa V de la corteza
cerebral, los nervios craneales V, VII, IX; X y XII en el tronco encefalico, y las astas
anteriores de la médula espinal. Imagen modificada de (Brown & Al-Chalabi, 2017) y

(Feldman et al., 2022). Esquema creado en BioRender.com.
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Desde un punto de vista patoldgico, se caracteriza por una pérdida de la conexion
neuromuscular, retraccion axonal y degeneracidn progresiva e irreversible de las
motoneuronas. Entre las neuronas afectadas destacan las neuronas de Betz,
localizadas en la capa V de la corteza cerebral motora; las motoneuronas alfa,
presentes en los nervios motores del tronco encefalico, incluidos los nervios
trigémino (V) y facial (VIl) de la protuberancia; y los nervios glosofaringeo (1X),
vago (X) e hipogloso (XIl) del bulbo raquideo. Ademas de las motoneuronas
ubicadas en las astas anteriores de la médula espinal (Figura 2B) (Grad et al.,
2017; Hardiman et al., 2011; Reiner et al., 1995). Adicionalmente, este proceso
neurodegenerativo suele ir acompafado de neuroinflamacion y de la activacion

de células gliales, como los astrocitos.

Dentro de las MND, la forma mas comun y estudiada corresponde a la esclerosis
lateral amiotrofica (ELA), patologia caracterizada por la degeneracion tanto de
las motoneuronas superiores como de las inferiores. Sin embargo, dependiendo
del patrén de aparicion de los signos clinicos y del grado de afectacién de las
motoneuronas, es posible distinguir otros fenotipos asociados. Entre ellos se
encuentra la esclerosis lateral primaria, que afecta predominantemente a las
MNS y presenta una progresion de la enfermedad mas lenta, con una sobrevida
que puede alcanzar hasta 20 afios. Por otra parte, se encuentra la atrofia
muscular progresiva, que compromete principalmente a las MNI y presenta una

sobrevida de aproximadamente 5 afos. Por ultimo, se encuentra la paralisis
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bulbar progresiva, que se caracteriza por la degeneracion predominante de las
neuronas motoras asociadas a los nervios craneales glosofaringeo, vago e
hipogloso localizados en el bulbo raquideo. Esta variante presenta una
progresion rapida y una sobrevida estimada de solo 2 a 3 afios, siendo uno de

los fenotipos mas agresivos de las MND (Hardiman et al., 2011).

En ELA se ha descrito un aumento del estrés y dafio oxidativo en las neuronas
motoras afectadas. Esta patologia fue asociada por primera vez al dafo oxidativo
en 1993, cuando se describié que las mutaciones en la enzima antioxidante
SOD1 eran una causa de la ELA familiar (Rosen et al., 1993). Desde entonces,
diversos estudios han evidenciado dafio oxidativo en pacientes y modelos
experimentales de ELA. Ferrante y colaboradores (1997) analizaron tejido
cerebral de pacientes con ELA, y observaron un aumento en los niveles de
proteina carbonilada y 8-OHdG en la corteza cerebral, junto con un incremento
de inmunotincion para MDA en la médula espinal. (Ferrante et al., 1997). Por otro
lado, Miana-mena y colaboradores (2011), evaluaron el dafio oxidativo en el
modelo transgénico de ELA SOD1-G93A, y determinaron mediante analisis
espectrofotométrico, un incremento de los niveles de productos finales de la

peroxidacion lipidica, MDA y HNE, en médula espinal (Miana-Mena et al., 2011).

Si bien la mayoria de las poblaciones neuronales se ven afectadas por el estrés

oxidativo, se sugiere que las neuronas motoras son especialmente vulnerables
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debido a sus caracteristicas morfolégicas y funcionales. Estas células poseen
cuerpos celulares de gran tamafo y axones largos, lo que implica una elevada
demanda metabdlica para sostener procesos como el transporte axonal, la
sintesis de componentes celulares, el mantenimiento del potencial de membrana
y la generacién y propagacion de potenciales de accion. En consecuencia,
requieren un mayor numero de mitocondrias para satisfacer sus necesidades
energeéticas y, por lo tanto, presentan una mayor exposicion a las ROS (Barber et

al., 2006; Shaw & Eggett, 2000).

Considerando la relevancia del estrés oxidativo como uno de los principales
mecanismos patoldgicos de esta enfermedad, se ha evaluado la participacidon de
los mecanismos antioxidantes. Particularmente, un articulo publicado por Wang
y colaboradores (2020), evalud los niveles séricos de vitamina C en 202 pacientes
con ELA. En este estudio, los pacientes presentaban niveles mas bajos de
vitamina C que los controles sanos (Wang et al., 2020). En este contexto, estos
hallazgos refuerzan la importancia del desequilibrio redox en la enfermedad vy
sugieren que estos pacientes presentan una menor capacidad antioxidante, lo

que favoreceria un ambiente de estrés oxidativo.

1.5 Alteraciones motoras en un modelo de deficiencia de vitamina C
Dada la importancia de la vitamina C en la homeostasis redox del cerebro, un

grupo de investigadores llevdo a cabo un estudio que postulaba al cobayo
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deficiente en vitamina C como un modelo experimental de ELA. Como se sefialo
anteriormente, el cobayo, al igual que los seres humanos, no sintetiza vitamina C
de forma enddgena. Por lo cual, es un modelo experimental ideal para el estudio
de la deficiencia de vitamina C. Los resultados de esta investigacion mostraron
que el déficit en estos animales produjo hemorragias subcutaneas en la
articulacion de la rodilla y atrofia neurogénica de la musculatura. Ademas,
mediante analisis histologico, determinaron una pérdida de neuronas motoras en
el asta anterior de la médula espinal y una desmielinizacion del tracto piramidal,

lo que sugiere una degeneracién neuronal importante (den Hartog Jager, 1985).

Considerando estos antecedentes, nuestro laboratorio realiz6 un analisis
preliminar, utilizando tinciones histologicas y ensayos inmunohistoquimicos, de
muestras de médula espinal de cobayos en déficit de vitamina C. Sin embargo,
bajo condiciones escorbuticas, no se observd una degeneracion o pérdida de
motoneuronas espinales, ni una activacion astrocitica significativa en el asta
anterior de la médula espinal, una caracteristica clasica observada en la
enfermedad de ELA (Guttenplan et al., 2020; Rossi et al., 2008; Yamanaka &
Komine, 2018). Sin embargo, durante el desarrollo de estos analisis observamos
que los animales sometidos a deficiencia de vitamina C presentaban diversos
signos clinicos, como pérdida de peso corporal, reduccion de la movilidad y
dificultad para desplazarse. Ademas, los cobayos escorbuticos presentaban una

respiracion mas lenta en comparacién con los animales control, lo que sugiere
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una posible alteracién en las vias neuronales involucradas en el control motor y
respiratorio. Dado que nuestros analisis preliminares no evidenciaron una
degeneracion importante de motoneuronas espinales, estos hallazgos sugirieron
que el escorbuto podria estar afectando preferentemente a las neuronas motoras
bulbares asociadas a funciones respiratorias y a la musculatura orofaringea, mas

gue un compromiso a nivel espinal.

Estos antecedentes adquieren aun mas relevancia al considerar que el
trasportador SVCT2, a través del cual las neuronas son capaces de captar la
vitamina C, presenta una expresion heterogénea en las distintas regiones
cerebrales. Mun y colaboradores (2006) realizaron un estudio de inmunotincién
en cerebro de rata adulta, para evaluar la expresion de los transportadores SVCT.
En este estudio se observé una intensa expresion de SVCT2 en regiones como
la corteza cerebral y el hipocampo. Sin embargo, en estructuras mas caudales,
como el bulbo raquideo, su expresion fue considerablemente menor y se
restringié principalmente a los nucleos abducens y facial (Mun et al., 2006). Estos
hallazgos sugieren que las distintas poblaciones neuronales tienen una
capacidad diferencial para captar vitamina C y, por ende, una capacidad
antioxidante distinta frente al estrés oxidativo. En este contexto, las neuronas
motoras localizadas en el bulbo raquideo, que presentan una menor expresion
del transportador SVCT2, podrian ser particularmente vulnerables al dafo

oxidativo debido a una menor capacidad de incorporar este antioxidante.
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1.6 Neurona motora bulbar y el modelo de estudio in vitro

Las neuronas motoras bulbares son motoneuronas localizadas en el tronco
encefalico, particularmente en el bulbo raquideo, correspondiente a la porcion
mas caudal. El tronco encefalico es el origen de los nervios craneales que
participan en las funciones sensitiva y motora de la cabeza y el cuello. Ademas,
funciona como via de conexiéon que permite la transmisién de informacion

sensitiva y motora entre el encéfalo y la médula espinal (Purves, 2017).

La MND bulbar afecta preferentemente a las neuronas que inervan los nervios
craneales glosofaringeo (1X), vago (X) e hipogloso (XII) (Figura 3A) (Hardiman et
al., 2011). El nervio glosofaringeo corresponde al par craneal IX y es un nervio
mixto, es decir, esta compuesto por fibras motoras y sensitivas. Su origen viene
de distintos nucleos localizados en el bulbo raquideo que incluyen el nucleo
ambiguo, el nucleo salival inferior, el nucleo del tracto solitario y el nucleo espinal
del nervio trigémino. En el contexto motor, inerva principalmente al musculo
estilofaringeo, mientras que su componente sensitivo participa en la sensibilidad
de la faringe y la lengua posterior. Por otra parte, el nervio vago corresponde al
par craneal X y también se caracteriza por ser un nervio mixto. Sus fibras se
originan en el nucleo dorsal del vago, nucleo ambiguo, nucleo del tracto solitario
y nucleo espinal del nervio trigémino. Su funcidbn motora esta asociada a la
inervacion de los musculos constrictores de la faringe y los musculos intrinsecos

de la laringe. Ademas, presenta una importante funcion parasimpatica,
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distribuyendo fibras eferentes hacia la musculatura involuntaria de érganos como
los bronquios, el corazon y el tracto gastrointestinal. Finalmente, el nervio
hipogloso corresponde al par craneal Xll y es exclusivamente motor. Se origina
en el nucleo hipogloso y participa en la inervacidn de la musculatura intrinseca
de la lengua y de los musculos estilogloso, hiogloso y genigloso (Figura 3B)

(Purves, 2017; Snell, 2010).

A
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Figura 3. Nervios craneales involucrados en la enfermedad motora bulbar.

(A) La enfermedad motora bulbar afecta preferentemente a los nucleos craneales
glosofaringeo, vago e hipogloso. (B) El origen de estos nervios craneales se encuentran
en los nucleos hipogloso, dorsal motor vago, solitario, ambiguo y espinal del nervio

trigémino. Imagen modificada de (Siegel et al.). Esquema modificado en BioRender.com.

Adicionalmente, algunos nucleos neuronales del bulbo raquideo participan en la
regulacion de la funcién respiratoria. En particular, con el grupo respiratorio

dorsal, el cual contribuye al control de la inspiracion y la frecuencia respiratoria.
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Este grupo se localiza principalmente en el nucleo del tracto solitario, el cual
constituye la principal terminacion sensorial de los nervios vago y glosofaringeo,
encargados de transmitir informacion aferente hacia los centros respiratorios
(Hall, 2015). Por otra parte, el nucleo ambiguo, a través del nervio vago, y el
nucleo hipogloso, a través del nervio hipogloso, participan en el control motor de
la musculatura de la faringe y laringe y la musculatura lingual, estructuras

esenciales para la coordinacion y el control de la respiracion (Krohn et al., 2023).

Como se menciond anteriormente, la enfermedad motora bulbar corresponde a
uno de los fenotipos mas agresivos y, posiblemente, uno de los menos estudiados
entre las MND. El estudio de estas poblaciones neuronales especificas presenta
importantes limitaciones debido a la dificultad para obtener determinados
subtipos neuronales a partir de modelos animales para establecer cultivos in vitro
y a la limitada disponibilidad de lineas celulares especializadas de origen
comercial. En este contexto, se han desarrollado modelos experimentales
alternativos basados en las denominadas células madre pluripotenciales

inducidas (iPSC) (Bianchi et al., 2018).

Las iPSC son células humanas somaticas reprogramadas mediante la expresion
de factores de transcripcion como Oct4, Sox2, KLF4 y C-MYC, lo que les confiere
un estado pluripotente. Estas células presentan capacidad de autorrenovacion y

pueden diferenciarse hacia distintos linajes celulares (Falk et al., 2012; Takahashi
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& Yamanaka, 2006). Actualmente, las iPSC han adquirido gran relevancia en el
campo de la neurobiologia, ya que, a través de protocolos de diferenciacion
especificos, se pueden generar distintos subtipos neuronales, incluyendo
motoneuronas, lo que posibilita el estudio de poblaciones de neuronas

especificas in vitro (Bos et al., 2019).

Las neuronas motoras derivadas de iPSC suelen desarrollar una extensa red de
procesos neuriticos y, en algunos casos, formar agrupaciones celulares
compactas tipo neuroesferas, desde las cuales emergen prolongaciones que
establecen conexiones entre ellas. Ademas, expresan marcadores neuronales
como tubulina-BllIly MAP2, y especificos de identidad de motoneurona como HB9
(MNX1) y colina acetiltransferasa (CHAT), lo que permite confirmar su identidad

(Figura 4) (Yang et al., 2023).

Este modelo han sido ampliamente utilizado en el estudio de patologias
neurodegenerativas. En ELA, esta metodologia también se ha utilizado para
estudiar el estrés oxidativo. Onda-Ohto y colaboradores (2023), evaluaron la
susceptibilidad de neuronas motoras diferenciadas a partir de iPSC que
presentaban la mutacion de ELA TARBDP (TDP-43) en condiciones oxidativas,
tratando las células con peréxido de hidrogeno y analizando la presencia de

granulaciones de estrés G3BP1 positivas (Onda-Ohto et al., 2023).

25



A c $100B NKX6-1 ISL1 DAPI

—_— —

Célula
somatica iPSC Neuronas

Healthy Control

CHAT/MAP2/HOECHST

2 "

ALS

Figura 4. Caracteristicas morfologicas y marcadores especificos de neuronas

motoras derivadas de iPSC.

(A) Esquema general de la diferenciacion de iPSC. (B) Imagenes de fluorescencia por
Yang y colaboradores (2023), donde se observan neuronas motoras positivas para
HB9/MNX1 y CHAT, junto con el marcador neuronal MAP2. (C) Imagen de fluorescencia
por Workman y colaboradores (2023), donde se observan neuronas motoras de ELA
positivas a tubulina-glll (TUBB3) que presentan agrupaciones neuronales tipo
neuroesferas y multiples procesos neuriticos que establecen conexiones entre ellos.
Figuras extraidas de (Workman et al., 2023; Yang et al., 2023). Esquema modificado en

BioRender.com.

En nuestro contexto, las neuronas motoras derivadas de iPSC representan una
aproximacion experimental complementaria al modelo animal, ya que permiten
estudiar en un sistema controlado las alteraciones celulares inducidas por

diversos estimulos, como, por ejemplo, el déficit de vitamina C.
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2. HIPOTESIS

El déficit de vitamina C, o escorbuto, induce dano oxidativo celular en las

neuronas motoras bulbares, lo que genera muerte neuronal.

3. OBJETIVO GENERAL

Definir los efectos celulares inducidos por la deficiencia de vitamina C en las

neuronas motoras bulbares.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo especifico 1
Determinar si la induccién del escorbuto altera las caracteristicas celulares y

subcelulares de las neuronas motoras bulbares en el cerebro de cobayo.

Objetivo especifico 2
Definir las caracteristicas subcelulares de neuronas motoras cervicales
(diferenciadas a partir de iPSC) sometidas a un déficit de vitamina C y dafo

oxidativo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron muestras de archivo de cerebro de cobayos Pirbright machos y
hembras jovenes (2 meses de edad). Los cobayos que corresponden a las
muestras control fueron alimentados utilizando pellet para cobayo (5025 guinea
pig diet Labdiet), el cual viene suplementado con AA, mientras que los cobayos
en tratamiento deficiente en vitamina C fueron alimentados con pellet carente de
AA (alimento para conejos, Cisternas). Los animales se mantuvieron en
condiciones controladas de temperatura entre 20 a 25°C con un fotoperiodo de
12/12 horas luz/oscuridad y recibieron acceso a agua y alimento ad libitum. Todos
los animales de experimentacion se manejaron segun las normas de bioética del
National Institute of Heath (NIH), Bethesda, MD y el Manual de Bioseguridad de
CONICYT. Bioética Fondecyt de Iniciacion N°11170959 y Fondecyt regular N°

1221147.

El tratamiento con wuna alimentacion deficiente en vitamina C durd
aproximadamente 4 semanas (28 a 30 dias). Una vez observados los signos
escorbuticos, como debilidad y pérdida de peso, los animales fueron
anestesiados con una mezcla de Ketamina (40%), Xilacina (40%) y Pacifor (20%)

y eutanasiados para la obtencion del cerebro. Las muestras de cerebro de
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cobayos, control y con déficit de vitamina C, fueron recolectadas y almacenadas

para su posterior analisis.

5.1.2 Parametros de comportamiento

Durante el tratamiento con una dieta deficiente en vitamina C, se evaluaron
distintos parametros generales asociados al estado fisiolégico y conductual de
los animales, incluyendo el peso corporal, el consumo de alimento y la frecuencia
respiratoria, definida como el numero de respiraciones por minuto. Para el
analisis de estos parametros, los datos se expresaron como la variacion relativa

respecto al valor registrado al inicio del tratamiento.

Adicionalmente, se realizaron pruebas neuroldgicas orientadas a evaluar reflejos
sensoriales y respuestas motoras (Leon-Rodriguez et al., 2022). Las
evaluaciones de reflejo incluyeron:

A) La prueba corneal, que consistié en acercar un cotonito hacia el canto
medial del ojo del animal, registrando la presencia del reflejo de parpadeo
como respuesta al estimulo.

B) La prueba de vibrisas, que consisti6 en estimular mecanicamente de
manera suave los bigotes del animal utilizando un cotonito, registrando un

movimiento de las vibrisas como respuesta al estimulo.
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C) La prueba de soplo, que consistié en aplicar una suave pulso de aire en la
region posterior de la oreja del animal, registrando el movimiento o
sobresalto como respuesta al estimulo.

D) La prueba de pinchazo, que consistié en la aplicacion de una presion
suave con una pinza sobre una de las extremidades posteriores del
animal, registrando el retiro de la extremidad o vocalizacion como
respuesta al estimulo.

E) La prueba de sobresalto, que consistié en la generacién de un estimulo
sonoro intenso en las proximidades del animal, registrando un sobresalto
0 movimiento como respuesta al estimulo.

F) La prueba de olfativa, que consistio en la aproximacién de un cotonito
impregnando con amoniaco a la region nasal del animal, registrando el
retiro de la cabeza o el acicalamiento de la nariz como respuesta al

estimulo.

Por otra parte, las pruebas motoras incluyeron:
G) La prueba de agarre, consistio en colocar al animal en una reja metalica
inclinada entre 90 y 45°, registrando la mantencion del agarre del animal
a la reja como respuesta.
H) La prueba de enderezamiento, consistio en colocar al animal sobre su
espalda, registrando el giro de su cuerpo, apoyando nuevamente las

extremidades sobre la superficie como respuesta.
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En cada ensayo se registro la presencia o ausencia de la respuesta esperada
dentro de un periodo maximo de 5 segundos. Los resultados fueron registrados
de manera binaria, asignando un puntaje de 100 cuando la respuesta fue

observada y un puntaje de 0 cuando no fue realizada.

5.2 Tinciones histolégicas

5.2.1 Muestras y procesamiento histolégico

Para analisis histologico, las muestras de cerebro fueron fijadas mediante
perfusién vascular utilizando fijador Bouin (formalina 25% y acido acético 5% en
solucion saturada de acido picrico). Posteriormente, las muestras se mantuvieron
inmersas en el mismo fijador por aproximadamente 24 horas. Tras la fijacién, los
cerebros fueron disecados para obtener distintas secciones. Luego, las muestras
fueron incluidas en parafina, generando bloques histolégicos que se almacenaron

para su posterior uso. Protocolo extraido de (Jara et al., 2016).

Para el presente estudio, se utilizaron bloques de secciones cerebrales en plano
sagital para el analisis general de la corteza cerebral, el tronco encefalico y la
meédula espinal, y bloques de bulbo raquideo en plano coronal para el analisis de
los nucleos craneales. A partir de estos bloques, se obtuvieron cortes seriados de

7 um de espesor mediante un micrétomo (Leica RM2125), los cuales fueron
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analizados con tinciones histolégicas clasicas como Hematoxilina-Cromotropo y

la tincion de Nissl.

5.2.2 Tincion de Hematoxilina y Cromotropo

Para realizar esta tincion, los cortes fueron desparafinados en solvente
HistoClear (I, Il y Ill) (Merck) y rehidratados con una serie de alcoholes en
concentracion decreciente (100° [y Il, 96° | y Il, 70° y 50°), finalizando con un
lavado en agua destilada, para eliminar el exceso de alcohol. La tincion nuclear
se realiz6 incubando los tejidos en Hematoxilina de Harris, previamente filtrada,
durante 3 minutos, seguido de un lavado en agua corriente por 10 minutos, para
permitir el viraje de color. Para la tincion citoplasmatica, los tejidos fueron
sometidos a una serie de bafos de alcoholes de concentracidon creciente (50°,
70° y 80°). Luego, las muestras se sumergieron en Cromotropo durante 15
segundos. El exceso de colorante fue removido tras lavados rapidos en alcoholes
96°C. Finalmente, se realiz6 la deshidratacion de las muestras sumergiéndolas
en alcoholes de concentracion 100° (I y II) e HistoClear (I, II, Il y IV). Los cortes
fueron montados en medio de montaje Entellan. Las muestras se visualizaron a

través de microscopia de campo claro.
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5.2.3 Tincion de Nissl

Para esta tincion, los cortes fueron desparafinados y rehidratados segun el
procedimiento descrito anteriormente. A continuacion, los tejidos fueron
incubados en una solucion de tincion de Acetato Violeta de Cresilo al 0,1%,
previamente filtrada y calentada a 57°C, durante 10 minutos a la misma
temperatura. Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron con agua
destilada durante 3 minutos. Finalmente, los tejidos fueron deshidratados y
montados en medio de montaje Entellan. Las muestras se visualizaron mediante

microscopia de campo claro.

5.3 Ensayos de inmunolocalizacion

5.3.1 Inmunohistoquimica

Para el analisis inmunohistoquimico, los cortes fueron desparafinados vy
rehidratados siguiendo el mismo procedimiento establecido para las tinciones
histologicas. A continuacion, se inhibid la peroxidasa endogena. Para esto, las
muestras fueron incubadas con peroxido de hidrégeno al 3% y metanol por 10
minutos. Luego, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con tampon Tris-
PO4 1x (NazHPO4 8,4 mM, KH2PO4 3,5 mM, NaCl 120 mM, Tris 10 mM, pH 7,8).
Posteriormente, los tejidos fueron incubados con el anticuerpo primario (Tabla 1),
diluido en tampén Tris-PO4 con BSA 1%, por aproximadamente 15 horas a

temperatura ambiente y en camara humeda. Al finalizar la incubacion, se
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realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con tampon Tris-POs 1x. A
continuacion, las muestras fueron incubadas con el anticuerpo secundario (Tabla
2) diluido en tampon Tris-PO4 con BSA 1%, por 2 horas a temperatura ambiente
y en camara humeda. Una vez terminada la incubacion, se realizaron 3 lavados
de 10 minutos cada uno con tampdén Tris-PO4 1x. Finalmente, se realiz el
revelado de las muestras utilizando una solucion de diaminobencidina (DAB, 0,7
ug/mL) en tampon Tris-PO4 1x y peroxido de hidrogeno (0,03% v/v) durante 15
minutos en oscuridad. Por ultimo, los tejidos fueron deshidratados y montados en
medio de montaje Entellan. Las muestras se visualizaron a través de microscopia

de campo claro. Protocolo extraido de (Ramirez et al., 2022).

5.3.2 Inmunofluorescencia

Para el analisis de inmunofluorescencia, los cortes fueron desparafinados y
rehidratados siguiendo el procedimiento descrito anteriormente, seguido de 3
lavados de 10 minutos cada uno con tampdn Tris-PO4 1x. A continuacién, los
tejidos fueron incubados con el anticuerpo primario (Tabla 1), diluido en tampon
Tris-PO4 con BSA 1%, por aproximadamente 15 horas a temperatura ambiente y
en camara humeda. Al finalizar la incubacion, se realizaron 3 lavados de 10
minutos cada uno con tampodn Tris-PO4 1x. Posteriormente, las muestras fueron
incubadas con el anticuerpo secundario (Tabla 2) diluido en tampdn Tris-PO4 con
BSA 1%, por 2 horas a temperatura ambiente y en camara humeda. Una vez

terminada la incubacion se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con
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tampdén Tris-PO4 1x. Finalmente, los cortes fueron montados en medio de
montaje para fluorescencia (Dako). Las muestras se visualizaron mediante
microscopia confocal de fluorescencia. Protocolo extraido de (Nualart et al.,

2023).

5.4 Hibridacion in situ

5.4.1 Muestras para hibridacion in situ

Para este analisis, las muestras fueron fijadas por inmersién en formalina al 10%
real durante 5 horas. Luego, los tejidos fueron incluidos en parafina y se
obtuvieron bloques histologicos, que se almacenaron para su posterior analisis.
Para el presente estudio, se realizaron cortes seriados de bulbo raquideo y
corteza cerebral motora de 7 um de espesor mediante microtomo (Leica
RM2125). Posteriormente, los cortes fueron montados en un bafo
termorregulado con H>O-DEPC al 0,1% v/v y en portaobjetos tratados con

Vectabond (Vector Laboratories Inc).

5.4.2 Obtencidén de las sondas para el transportador SVCT2

Para la deteccién del transportador SVCT2 mediante hibridacion in situ, se utilizé
una ribosonda especifica previamente desarrollada y utilizada en el laboratorio
(Salazar et al., 2014). Esta ribosonda se obtuvo a partir de una secuencia de 620

pares de bases correspondiente a un fragmento de SVCT2, aislado del ARN total
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de neuronas de rata. La secuencia fue clonada en el plasmido PCR 4Blut-TOPO
mediante el kit Zero Blunt TOPO PCR Cloning (Invitrogen), generando el

plasmido TOPO-SVCT2.

Para el presente estudio, se trasformaron bacterias competentes (TOP10F E. coli
One Shot, Invitrogen) con el plasmido TOPO-SVCT2 (260 ng/ulL).
Posteriormente, las bacterias transformadas fueron sembradas en placas con
medio LB-Agar e incubadas durante toda la noche para permitir el crecimiento de
las colonias bacterianas. Al dia siguiente, se seleccionaron colonias aisladas
(clones) las cuales fueron transferidas a tubos Falcon con medio LB y antibidtico
Ampicilina (50 ng/mL) e incubadas a 37°C para favorecer el crecimiento
bacteriano. Luego, se purifico el plasmido a partir del cultivo de bacterias
utilizando el kit E.Z.N.A Plasmid DNA Mini Kit | (Omega, Bio-tek) y de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Posteriormente, el plasmido purificado fue
linealizado mediante digestion con las enzimas de restriccion Spel y Notl (New
England BioLabs Inc.). La linealizacion se verifico mediante electroforesis en gel
de agarosa al 0,8%. A continuacion, el plasmido linealizado fue purificado desde
el gel de agarosa utilizando el kit E.Z.N.A Gel Extraction Kit (Omega, Bio-tek).
Finalmente, con el plasmido linealizado se realiz6 la sintesis de sondas sentido
(SN) y antisentido (AS) utilizando el kit DIG RNA Labeling kit (Roche). Protocolo

extraido de (Salazar et al., 2014).
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5.4.3 Dot blot para acidos nucleicos

Con el fin de verificar la correcta sintesis de la ribosonda marcada con
digoxigenina (DIG) y confirmar la presencia de una sefial detectable, se realizo

un ensayo de dot blot para las sondas AS y SN.

Para esto, colocamos 2 pL de cada sonda sobre una membrana Nylon con carga
positiva (Sigma-Aldrich), junto con los controles positivo y negativo incluidos en
el DIG RNA Labeling kit (Roche). Posteriormente, la membrana fue incubada a
60°C durante 1 hora y 30 minutos para la fijacion de las muestras. Pasado este
tiempo, la membrana fue bloqueada durante 30 minutos con una solucion de TBS
1x con Tween 20 al 0,05% y leche descremada al 5%. Finalizado el bloqueo, se
realizaron lavados con solucion de TBS 1x con Tween 20 al 0,05%. A
continuacion, la membrana fue incubada durante 1 hora en oscuridad con el
anticuerpo anti-DIG-AP (Roche). Posteriormente, se realizaron nuevos lavados
con solucion de TBS 1x con Tween 20 al 0,05%. Finalmente, la sefial se revelo
utilizando el sustrato NBT-BCIP (Sigma-Aldrich) durante aproximadamente 15

minutos, controlando visualmente su desarrollo.

5.4.4 Hibridacion in situ

Las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas utilizando una serie de bafos

de Xilol, seguidas de una bateria de alcoholes en concentraciones decrecientes.
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Posteriormente, los cortes fueron tratados con proteinasa K (1pg/mL) (Sigma)
durante 5 minutos a 37°C. Finalizada la digestion enzimatica, los tejidos fueron
lavados dos veces con PBS-DEPC 1x por 3 minutos. Para detener la digestion,
las muestras fueron fijadas con PFA al 4% preparado en PBS-DEPC 1x, durante
5 minutos a 4°C. Luego, se realizaron lavados adicionales con PBS-DEPC 1x
para eliminar el exceso de fijador. A continuacién, los cortes fueron incubados con
trietanolamina acética (pH 8,0) (Merck) y anhidrido acético durante 10 minutos a
temperatura ambiente, seguido de tres lavados con PBS-DEPC 1x por 3 minutos.
Posteriormente, se realizé la prehibridacion incubando las muestras en solucién
de prehibridacion (Novagen) y DTT 1M durante 30 minutos a 37°C en camara
humeda. Para la hibridacion, se utilizaron las sondas correspondientes (AS y SN)
en dilucidon 1:50 en solucién de hibridacion (Roche) y se incubaron durante toda

la noche a 42°C en camada humeda.

Al dia siguiente, los cortes fueron lavados con solucion salida de citrato (SSC,
solucion madre 20x, NaCl 3M, Citrato de sodio 0,3M, pH 7,0) en concentraciones
decrecientes de 2x, 1x, 0,2x y 0,03x, con el fin de reducir la unién inespecifica de
la sonda. Posteriormente, las muestras fueron lavadas con tampén 1 (Tris-HCI
pH 7,5 y NaCl 5M) a temperatura ambiente. Para el bloqueo, los cortes fueron
incubados con suero de oveja normal (SON) al 2% preparado en tampon 1 por
20 minutos a temperatura ambiente. Luego, las muestras fueron incubadas con

el anticuerpo anti-DIG-AP (1:500, Roche) en tampdn 1 y SON al 0,1% durante 2
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horas a temperatura ambiente y oscuridad. Finalizada la incubacién, se realizaron
dos lavados con tampdn 1 por 10 minutos. Posteriormente, las muestras fueron
lavadas tres veces con tampon 2 (Tris-HCI pH 9,5, NaCl 5SMy MgCl, 2M) durante
10 minutos. El revelado de la sefial se realiz6 utilizando los sustratos NBT-BCIP
(Sigma-Aldrich) diluida en tampodn 2, controlando visualmente el progreso de la
sefal. Finalmente, la reaccion se detuvo al colocar las muestras en agua
destilada y los cortes se montaron en medio de montaje acuoso (Dako). El
analisis se llevd a cabo mediante microscopia de campo claro. Protocolo extraido

de (Saldivia et al., 2024).

5.5 Proteédmica

5.5.1 Muestras para proteémica

El analisis protedmico se utilizé para evaluar de forma global el perfil de proteinas
presente en muestras de bulbo raquideo escorbutico. Para ello, los tejidos fueron
diseccionados, recolectados e inmediatamente colocados en hielo seco para
evitar la degradacion de proteinas. Posteriormente, las muestras fueron
almacenadas a -80°C. Las muestras fueron enviadas a MELISA Institute, donde

se realizo el procesamiento de las muestras y cuantificacion.

De acuerdo con el protocolo informado por MELISA Institute, las proteinas fueron

extraidas utilizando un tampon de lisis (HEPES 50 mM, pH 8, Tritén X-100 al 1%,
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NP-40 al 1%, Tween 20 al 1%, desoxicolato al 1%, EDTA 5mM, NaCl 50 mM,
glicerol al 1%), inhibidor de proteasas 1x y DTT 5mM. Posteriormente, las
muestras fueron incubadas a 60°C por 30 minutos, homogenizadas por
ultrasonido y sometidas a alquilacion con yodoacetamida 20 mM y bicarbonato
de amonio 25 mM. Finalmente, las proteinas fueron purificadas mediante
precipitacion con cloroformo/metanol al 100% y secadas en un concentrador

rotatorio durante toda la noche a 40°C.

Posteriormente, se prepararon las muestras para la espectrometria de masas.
Para ello, las muestras purificadas fueron resuspendidas en urea 8 M y
bicarbonato de amonio 25 mM, reducidas con DTT 20 mM, alquiladas utilizando
yodoacetamida 20 mM en bicarbonato de amonio 25 mM vy luego digeridas con
Tripsina grado secuenciacion en proporcion 1:50 de proteasa/proteina durante
16 horas a 37°C. La digestion se detuvo mediante la adicién de acido férmico al
10%. Finalmente, los péptidos generados fueron purificados utilizando columnas

C18 descartables Evotips.

A continuacion, los péptidos purificados fueron analizados mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS). Para
ello, las muestras fueron inyectadas en el cromatografo EVOSEP One (EVOSEP
Biosystems) acoplado a un espectrometro de masas timsTOF Pro (Bruker

Daltonics). Los datos se recopilaron con el software TimsControl 2.0 (Bruker
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Daltonics). Para la identificacion de proteinas, los datos obtenidos fueron
procesados mediante el software MSFragger v4.1, a través de la plataforma
Fragpipe v22.0 y utilizando el flujo de trabajo por defecto. Se utilizo la base de
datos del proteoma de Cavia porcellus disponible en Uniprot, complementada con
la base de datos de contaminantes comunes en espectrometria de masas. La
cuantificacion de proteinas se realizd6 mediante cuantificacion sin etiquetas (Label
Free Quantification, LFQ). Para ello, los valores de intensidad obtenidos fueron
exportados y procesados en la plataforma R. Para identificacion de proteinas
diferencialmente expresadas (DEPs), los datos normalizados fueron comparados
estadisticamente entre las condiciones experimentales. Se considerando DEPs
aquellas que presentaron un p-value < 0,05 y un presentaron un Log2FC > 05 o

Log2FC < -0,5.

5.5.2 Analisis de datos

A partir del analisis realizado por MELISA Institute, se generé una tabla de
resultados que incluia el codigo del gen-proteina, el valor de LogFC y el valor de
p (p-value) de cada proteina identificada. Con esta informacidon se realizé un
analisis de recopilacion de datos principalmente orientado al estudio de las DEPs
reguladas negativamente (downregulated) y positivamente (upregulated). Para
ello, se recopil6 informacién funcional asociada a cada gen o proteina de interés,
incluyendo el nombre de la proteina y los procesos biolégicos (BP) o funciones

moleculares (MF) correspondientes. Esta informacion fue obtenida a partir de
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bases de datos publicas y literatura cientifica incluyendo Uniprot, GenomeNet,
NIH DAVID Bioinformatics y g:Profiler. Posteriormente, los resultados se
representaron graficamente mediante la plataforma SRplot. A partir de esta
herramienta se generaron graficos tipo Volcano plot y analisis de enriquecimiento,

con el objetivo de facilitar la visualizacion e interpretacion de las DEPs.

5.6 Western blot

5.6.1 Obtencién de extractos de proteinas totales

Las muestras de corteza cerebral motora y bulbo raquideo fueron diseccionadas
y transferidas a tubos Eppendorf que contenian tampon de lisis NP-40
(Invitrogen) e inhibidor de proteasas y fosfatasas (Cell Signaling).
Posteriormente, los tejidos fueron homogenizados en el tampon de lisis hasta
obtener una suspension uniforme. Las muestras homogenizadas fueron
incubadas a 4 °C durante 30 minutos y luego centrifugadas a 13.000 rpm durante
15 minutos. Tras la centrifugacion, se recuperd el sobrenadante, el cual fue
almacenado a -80°C hasta su posterior cuantificacion. La concentracién de
proteinas totales fue determinada mediante el método de Bradford, midiendo

absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro.
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5.6.2 Electroforesis en gel de acrilamida y transferencia

Para la separacion de proteinas, se preparé un gel de acrilamida en gradiente. El
gel separador fue preparado utilizando soluciones de acrilamida/bis-acrilamida al
5% y 15%. Ambas soluciones contenian Acril/Bis 45%-1,2%, Tris-HCI 1,5 M pH
8,8, SDS 20%, persulfato de amonio (PSA) 10% y TEMED. Ademas, a la solucién
correspondiente a 15% se le agrego sacarosa al 60%. Las soluciones de 5y 15%
fueron incorporadas a un sistema de vasos comunicantes, lo que permitid su
mezcla y la formacion de un gradiente de concentracion en el gel separador.
Posteriormente, se preparo el gel apilador utilizando Acril/Bis 45%-1,2%, Tris-HCI
0,5 M pH 6,8, SDS 20%, PSA 10% y TEMED. Para cada muestra, se cargaron
40 pg de proteina, que se mezclaron con tampdén de carga 5x (National
Diagnostics). La electroforesis se realizo utilizando tampdn de corrida Tris-glicina
1x (Tris Base 25 mM, glicina 192 mMy 0,1% p/v SDS 20%, pH 6,8), aplicando un
voltaje constante de 80 V durante aproximadamente 3 horas. Finalizada la
electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana PVDF
(Immobilon-P, Merck) previamente activada en metanol. La transferencia se
realiz6 a 100 V constantes durante 1 hora, utilizando tampdn de transferencia

(Tris-glicina 1x, metanol 20%, pH 8,8).
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5.6.3 Inmunodeteccién de proteinas

Finalizada la transferencia, la membrana fue tefiida con solucion de rojo Ponceau
al 0,2% p/b durante 3 minutos, con el objetivo de verificar la transferencia de
proteinas a la membrana. Posteriormente, la membrana fue lavada durante 10
minutos con tampon de lavado TBS-Tween (TBS 1x y Tween 20 0,05%). Luego,
la membrana se bloqued durante 45 minutos con leche al 5% p/v, preparada en
tampdén de lavado TBS-Tween (TBS-Tween-Leche). Finalizado el bloqueo, la
membrana fue incubada con el anticuerpo primario (Tabla 3), diluido en tampdn
TBS-Tween-Leche, durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, la membrana
fue lavada con tampén de lavado TBS-Tween y, posteriormente, incubada con el
anticuerpo secundario (Tabla 3), diluido en tampon TBS-Tween-Leche. Esta
incubacion se realizé durante 2 horas en oscuridad y agitacion constante. Para
el revelado, se utilizo la solucion ECL Prime Western Blotting Detection Reagents
(Cytiva), y la sefnal fue detectada utilizando el transdocumentador ImageQuat

LASS500. Protocolo extraido de (Oviedo et al., 2026).

5.7 Microscopia Electréonica de Transmision (TEM)

Las muestras de corteza cerebral motora y bulbo raquideo fueron fijadas
mediante perfusién vascular utilizando una solucion fijadora compuesta por

glutaraldehido 2,5% v/v (Sigma) y PFA 2% p/v en tampodn fosfato 0,1 M (8,34 g
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KH2POs4, 6,74g KoHPO4, pH 7,0). Las muestras fueron mantenidas en la misma

solucion fijadora y almacenadas a 4°C hasta su posterior procesamiento.

En el presente estudio, las muestras fueron enviadas al Centro de
Espectroscopia y Microscopia, CESMI, en la Universidad de Concepcién, para
su procesamiento y posterior analisis que se realiz6 en el microscopio electronico

de transmision Jeol 1200.

5.8 Cultivo celular

5.8.1 Cultivo de células AF22

Las células AF22 (Isenet Biobanking, Cat #/PS00008) corresponden a una linea
celular comercial de células madre neuroepiteliales derivadas de iPSC (Calvo-

Garrido et al., 2021; Falk et al., 2012).

Para el cultivo de estas células, estas deben ser sembradas en placas de cultivo
previamente tratadas con Poli-L-Ornitina (Sigma-Aldrich) diluida con PBS 1x (8
g/L NaCl, 1,44 g/L Na;HPOs, 0,2 g/L KCl y 0,24 g/L Na2HPOQO4, pH 7,4) por 30
minutos a 37°C. Las placas fueron lavadas con abundante PBS y recubiertas con
Laminina (Invitrogen) diluida en PBS 1x. Las placas preparadas se mantuvieron
a 4°C para su posterior utilizacién. Las células AF22 se sembraron en una placa

de 100 mm (Falcon) considerando 40.000 células/cm? y con 8 mL de medio
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DMEM-F12 con 1% Glutamax (Gibco), 1% N2 100x (Gibco), 0,1% B27 50x
(Gibco), 10 ng/mL EGF y 10 ng/mL bFGF (STEMCELL Technologies). Las células
se mantuvieron en incubadora a 37°C y 5% CO.. Se realiz6 cambio de medio dia

por medio.

5.8.2 Obtencién de neuronas motoras espinales a partir de células AF22

La diferenciacidn de células AF22 a neuronas motoras espinales (sSMN) se realizé
siguiendo el protocolo estandarizado previamente en nuestro laboratorio y
basado en el protocolo descrito por Bos et al.,, (2019). Las células fueron
mantenidas en incubadora a 37°C y 5% COs.. Para ello, las células AF22 fueron
subcultivadas y sembradas a una densidad de 1,76 x 108 células en una placa de
100 mm (Falcon), previamente tratada con Poli-L-Ornitina y Laminina, y utilizando
medio de diferenciacion. Este medio consistio en una mezcla de Neurobasal
(Gibco) y DMEM-F12 con Glutamax (Gibco), 0,1% B-mercaptoetanol 50 mM
(Gibco), 1% N2 (Gibco), 2% B27 (Gibco) y acido ascorbico (AA) 50 uM. Durante
16 dias, correspondiente a la etapa de diferenciacion, el medio fue suplementado
con CHIR-99021 3 uM (Tocris Bioscience) (dia 1 a 6), Acido retinoico 100 nM
(Sigma-Aldrich) (dia 2 a 15), Diclorhidrato de SAG 500 nM (dia 2 a 15)
(MedChem), DAPT 10 uM (Tocris Bioscience) (dia 9 a 15), BDNF 10 ng/mL

(Peprotech) (dia 7 a 15) y GDNF 10 ng/mL (Peprotech).
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Al dia 16 las células fueron subcultivadas y sembradas en placas previamente
tratadas para su maduracion. Durante los siguientes 16 dias, las placas se
mantuvieron con medio de maduracion, el cual consistio en medio Neurobasal
suplementado con 1% N2, 2% B27, cocktail 1:1 de Uridina (Sigma-Aldrich) y
Floxuridina (Cayman Chemical) 1 uM. El medio fue renovado dia por medio
agregando los factores neurotroficos BNDF, GDNF, CNTF (Peprotech) y IGF-1
(Peprotech) en concentracién 10 ng/mL. Protocolo estandarizado de (Bos et al.,

2019).

5.8.3 Obtencién de neuronas motoras cervicales a partir de células AF22

La diferenciacion de células AF22 en neuronas motoras cervicales (cMN) se
realizd segun el protocolo descrito por Yang et al. (2023). Las células fueron

mantenidas en incubadora a 37°C y 5% CO..

Para iniciar la diferenciacion las células AF22 fueron subcultivadas y sembradas
a una densidad de 30.000 células/cm? en placas recubiertas con Geltrex (Gibco),
utilizando medio de induccion neuronal (NIM). Este medio consisti6 en una
mezcla 1:1 de DMEM-F12 (Gibco) y Neurobasal (Gibco), 1% Pen/Strep (Gibco),
0,5x N2 (Gibco), 0,5x B27, 1% Glutamax (Gibco) y acido ascérbico (AA) 0,1 mM
(Sigma-Aldrich). Durante los 6 dias siguientes, el medio fue renovado dia por

medio y suplementado con CHIR-99021 1 uM (Tocris Bioscience), SB-431542 2
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UM (Sigma-Aldrich), DMH1 2 uM (MCE), Acido retinoico 0,1 uM (AR) (Sigma-

Aldrich) y Purmorfamina (PMN) 0,5 uM (Sigma-Aldrich).

El dia 12, las células fueron nuevamente subcultivadas y sembradas en una
densidad de 50.000 células/cm? en placas recubiertas con Polietilenimina 0,1%
(PEI' 0,1%) y en medio de maduracion neuronal (NMM). Este medio consistio en
Neurobasal Plus (Gibco), 1% Pen/Strep, 0,5x N2, 0,5x B27 Plus (Gibco), 1%
Glutamax y AA a 0,1 mM. Durante los 6 dias siguientes, el medio se renovo dia
por medio y se suplement6 con AR 0,5 pM, PMN 0,1 uM y Compound E (CPE)
0,1 uM (MCE). Adicionalmente, durante esta etapa se incorporaron los factores
neurotréficos BNDF (Peprotech), IGF-1 (Peprotech) y CTNF (Peprotech) a una
concentracion final de 10 ng/mL. A partir del dia 18 y hasta el dia 22, las células
fueron mantenidas en medio NMM suplementando exclusivamente con factores

neurotroficos. Protocolo extraido de (Yang et al., 2023).

5.9 Tratamiento cultivo celular

Durante el proceso de diferenciacion, las sMN fueron suplementadas con AA 50
uM, mientras que las cMN fueron suplementadas con AA 0,1 mM (Sigma-Aldrich),
de acuerdo con lo descrito en el protocolo de Bos et al (2014) y Yang et al. (2023),
respectivamente. Una vez finalizada la etapa de maduracién, las células

utilizadas para el analisis de la deficiencia de vitamina C fueron mantenidas
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durante 6 dias en medio de maduracion suplementado con factores neurotroficos,

pero sin la adicion de AA.

Para el tratamiento de induccion del dafio oxidativo, las células fueron tratadas
con H202 (Supelco) a una concentracion final de 15 uM durante 8 horas. El
tratamiento se realizé en medio de maduracién suplementado o no con AA, segun

la condicidon experimental. Protocolo extraido de (Onda-Ohto et al., 2023).

5.10 Extraccion de ARN y RT-PCR

5.10.1 Extraccion de ARN total

Las cMN para fueron sembradas en una placa de 6-well (Falcon) donde se llevd
a cabo su maduracion, una vez finalizada esta etapa se realiz6 la extraccion de
ARN total utilizando el kit RNAqueous Micro Total RNA Isolation (Invitrogen). Para
ello, las cMN fueron disociadas y centrifugadas a 100 g por 3 minutos formando
un pellet con las células, descartandose posteriormente el sobrenadante. El
pellet celular fue resuspendido en 100 pL de solucion de lisis y homogenizando
con vortex. Posteriormente, se afiadieron 50 puL de etanol 100% y se homogeniz6
nuevamente. La preparacidon obtenida se llevo a filtros del kit y fue centrifugada
a 16.500 g por 10 segundos. A continuacion se realizaron lavados sucesivos con
180 pL de solucién de lavado 1 y solucion de lavado 2/3, respectivamente,

centrifugando a 16.500 g por 10 segundos en cada ocasion. Tras descartar el
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liquido de lavado, los filtros se centrifugaron nuevamente a 16.500 g por 1
minuto. Finalmente, los filtros fueron transferidos a tubos de recoleccion y el ARN
fue eluido con 10 10 puL de solucion de elusion previamente calentada a 75°C. La
elucién se incubo y centrifugd a 16.500 g por 30 segundos. El ARN obtenido se

almaceno a -80°C hasta su posterior utilizacion.

5.10.2 RT-PCR convencional

En primero lugar, se realizo la transcripcion reversa (RT) del ARN total. Para ello,
se incubaron 2 pg de ARN total con 1 pL de tampon DNAsa | 10x (Thermo
Scientific), 1 uL de DNAsa (1 U/uL) (Thermo Scientific) y agua libre de ARNasa
(Cytiva), logrando un volumen total de 10 pL. Esta mezcla se homogenizo e
incubo a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, se afiadieron 1 uL de EDTA 25
mM (Thermo Scientific) y se incub6 por 60°C por 10 minutos. A continuacion, se
utilizaron los reactivos del kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis
(Thermo Scientific). Para el RT positivo se afiadio 1 pL del cebador olido(dT) (0,5
1 pg/uL) y se incubo a 70°C por 5 minutos. Luego, se agregaron 7 uL de una
mezcla previamente preparada de tampon RT 5x, 1 L IRNAsa RibolLock (20
U/uL) y 1 uL de dNTPs 10 mM, seguido de una incubacion a 37°C por 5 minutos.
Finalmente, se agregd 1 pL de la transcriptasa inversa M-MuLV (ARNasa H
RevertAid, 200 U/uL) al RT positivo, mientras que al control negativo (RT

negativo) se afiadié agua. Las reacciones se incubaron a 42°C por 60 minutos,
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posteriormente a 70°C durante 10 minutos y finalmente los ADNc se mantuvieron

a4°C.

Para la amplificacidon mediante RT-PCR convencional, se prepard una mezcla de
reaccion que contenia 1,25 pL de tampdén PCR 10x-MgCl/+KCI (Thermo
Scientific), 0,75 puL de MgCl> 25 mM (Thermo Scientific), 0,25 uL de dNTPs 10
mM (Thermo Scientific), 0,25 uL de cada partidor (10 uM, Forward y Reverse)
(Tabla 3), 0,0625 pL de ADN polimerasa Taq (5 U/uL) (Invitrogen) y agua libre de
ARNasa. A esta mezcla se anadié 1 pL de ADNc correspondiente a los controles
RT+, RT- y agua como control negativo de PCR. Las reacciones se realizaron en
un termociclador ProFlex (Applied Biosystems) utilizando un ciclo inicial de 95°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos y 72°C por 30 segundos, y una extension final de 72°C por 5 minutos.
Los productos de amplificacion se visualizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,2% p/v en tampon TAE 1x, tefiido con GelRed 1000x (Biotum). Se
agrego a las muestras tampdn de carga 6x (Thermo Scientific) y se sometieron a
electroforesis a 100 V por 40 minutos. Finalmente, los fragmentos de ADN se
visualizaron en el transdocumentador ImageQuat (LAS500). Protocolo extraido

de (Magdalena et al., 2025).
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5.11 Inmunocitoquimica

Las células fueron previamente fijadas en PFA 4% (Sigma-Aldrich) y
posteriormente lavadas 3 veces por 10 minutos con tampon Tris-PO4 1x. Luego,
fueron incubadas durante toda la noche a temperatura ambiente y en camara
humeda con el anticuerpo primario (Tabla 1), diluido en tampon Tris-PO4 con BSA
1%. Al finalizar la incubacion, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno
con tampodn Tris-PO4 1x. Posteriormente, las células fueron incubadas con el
anticuerpo secundario (Tabla 2) diluido en tampén Tris-POs4 con BSA 1% y
Hoechst para tincion nuclear (1:1000, Sigma-Aldrich), por 2 horas a temperatura
ambiente y en camara humeda. Una vez terminada la incubacion, se realizaron
3 lavados de 10 minutos cada uno con tampon Tris-PO4 1x. Finalmente, las
células fueron montadas en medio de montaje para fluorescencia (Dako) y
colocadas en el portaobjetos. El analisis se llevo a cabo mediante microscopia

confocal de fluorescencia. Protocolo extraido de (Ferrada et al., 2023).

5.12 Determinacion del AA intracelular

Para determinar la concentracién intracelular de AA, se utilizaron cMN maduras,
tratadas con o sin vitamina C, y se sembraron en placas de 6-well (Falcon). Para
el analisis se utilizé el kit EnzyChrom Ascorbic Acid Assay kit (BioAssay Systems),
siguiendo las indicaciones del fabricante. La absorbancia de las muestras se

midi6 con el espectrofotometro Epoch (Biotek).
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5.13 Analisis de ROS intracelular

Para determinar los niveles de ROS intracelular se utilizaron cMN sembradas en
placas de 24-well (Falcon), las cuales fueron tratadas con y sin vitamina C por 6
dias. Para el analisis se utiliz6 la sonda CellROX Deep Red Reagent (Invitrogen),
que presenta una sefal de fluorescencia a 665 nm. Las células fueron incubadas
con la sonda CellROX a una concentracion final de 5 uM durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Para la adquisicion de las imagenes se establecio un
intervalo de 10 minutos entre cada cristal. Una vez finalizada la incubacion, los
cristales con las células fueron montados sobre un cubreobjetos y analizados

mediante microscopia confocal de alta resolucion.

5.14 Microscopia y analisis de datos

El analisis de las muestras y la adquisicion de las imagenes de campo claro se
realizaron con el microscopio Eclipse Ni (Nikon), mientras que las imagenes de
fluorescencia se adquirieron con el microscopio confocal espectral LSM 780
(Zeiss). Para el analisis de la sefial de CellROX se utilizo el microscopio confocal
de alta resolucion SP8 (Leica). Para analisis de seguimiento temporal de las
células, se utilizo el microscopio de holotomografia Tomocube HT-X1 plus. Todos
estos equipos se encuentran ubicados en las dependencias del Centro de

Microscopia Avanzada (CMA-Biobio) de la Universidad de Concepcion.
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El analisis de datos de intensidad de tincion y fluorescencia media se realiz6 con

el software Imaged, mientras que el analisis de colocalizacién se realiz6 con

IMARIS 9.2 (Bitplane). Finalmente, los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el software Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU).

Tabla 1. Anticuerpos primarios

inmunohistoquimicos e inmunocitoquimicos.

y secundarios utilizados en analisis

Anticuerpo Especie Dilucién Empresa
Anti-Calnexina Raton 1:50 Santa Cruz Biotechnology
Anti-Colina Cabra 1:200 Sigma-Aldrich
Acetil Transferasa
Anti-DRP1 Raton 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Anti-GFAP Conejo 1:200 Dako
Anti-GLUT1 Conejo 1:200 Sigma-Aldrich
Anti-HB9 Raton 1:200 D.S Hybridoma Bank
Anti-KDEL Raton 1:50 Santa Cruz Biotechnology
Anti-MAP1B Cabra 1:200 -

Anti-MAP2 Raton 1:200 Santa Cruz Biotechnology
Anti-p47phox Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology
Anti-PDI Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology
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Anti-SOD1 Raton 1:50 Santa Cruz Biotechnology
Anti-SV2 Raton 1:100 D.S Hybridoma Bank
Anti-SVCT2 Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology
Anti-SVCT2 Conejo 1:100 Novus
Anti-Tubulina Bl Raton 1:1000 Promega
Anti-VDAC Conejo 1:100 Cell Signaling
Anti-Vimentina Pollo 1:400 Millipore
Anti-Raton + HRP Burro 1:200 Jackson Inmunoresearch
Anti-Conejo + HRP Cabra 1:200 Jackson Inmunoresearch
Anti-Gallina + HRP Burro 1:200 Jackson Inmunoresearch
Anti-Cabra + HRP Conejo 1:200 Jackson Inmunoresearch
Anti-Raton AF488 Burro 1:200 Jackson Inmunoresearch
Anti-Raton Cy3 Burro 1:200 Jackson Inmunoresearch
Anti-Raton Cy5 Burro 1:200 Jackson Inmunoresearch
Anti-Conejo Cy3 Burro 1:200 Jackson Inmunoresearch
Anti-Conejo Cy5 Burro 1:200 Jackson Inmunoresearch
Anti-Gallina Cy5 Burro 1:200 Jackson Inmunoresearch
Anti-Cabra AF488 Burro 1:200 Jackson Inmunoresearch
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Tabla 2. Anticuerpos utilizados en analisis de Western blot.

Anticuerpo Especie Dilucién Empresa
Anti-BActina (+HRP) Raton 1:10.000 | Santa Cruz Biotechnology
Anti-GFAP Conejo 1:1000 Dako
Anti-GLUTA1 Conejo 1:5000 Sigma-Aldrich
Anti-KDEL Ratén 1:2000 | Santa Cruz Biotechnology
Anti-SVCT2 Conejo 1:2000 Novus Biologics
Anti-Tubulina Bl Raton 1:5000 Promega
Anti-Raton + HRP Burro 1:5000 | Jackson Inmunoresearch
Anti-Conejo + HRP Cabra 1:5000 | Jackson Inmunoresearch
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Tabla 3. Partidores utilizados para RT-PCR.

Nombre | Partidor Forward (5°-3") | Partidor Reverse (5°-3") | Producto
OTX2 GAAGCTCCATATCCCTG | CCATGACCTATACTCA | 211 pb
GGTGGAAAG GGCTTCAGG
HOXB4 | ACACCCGCTAACAAATG | GCACGAAAGATGAGG | 187 pb
AGG GAGAG
HOXC5 | GAGGAGCGAGCTAAGA | GTGGCTCATGTGCAG 129 pb
GCAG TTTGG
HOXC6 | ACAGACCTCAATCGCTC | GTACCGCGAGTAGATC | 166 pb
AGG TGGC
HOXC8 | CCTCCGCCAACACTAAC | AAACATGAGGCTGGG 71 pb
AGT AGACG
HOXC9 | CGTGGACTCGCTCATCT | AAAATCGCTACAGTCC | 118 pb
CTC GGCA
HOXC10 | AGTGACTTCAATTGCGG | GATAGGTGTTGAGGG 100 pb
GGT CGAGG
Ciclofilina | ATAATGGCACTGGTGG | ATTCCTGGACCCAAAA | 239 pb
CAAGTC CGCTCC
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6. RESULTADOS

6.1 Parte l. Caracterizacion celular y subcelular de neuronas motoras

bulbares en el modelo de cobayo escorbutico.

6.1.1 Evaluacion neurolégica y motora del cobayo escorbutico.

En esta primera parte se trabajé con el modelo animal de cobayo, el cual fue
sometido a una dieta deficiente en vitamina C por 28 a 30 dias, generando un
estado escorbutico (Figura 5A). Durante este periodo se evaluaron distintos
parametros generales asociados al estado fisioldgico de los animales, incluyendo
el peso corporal, el consumo diario de alimento y la frecuencia respiratoria. Estos
parametros permitieron monitorear la evolucion general de los animales durante

el tratamiento deficiente en vitamina C.

Respecto al peso corporal, se determiné la variacién de peso de cada animal
(n=3, por condicion) en relacidon con el peso registrado al inicio del tratamiento,
correspondiente al dia 1. Las mediciones mostraron que, entre los dias 14 y 21,
se observd una disminucién progresiva del peso corporal en los cobayos con
déficit de vitamina C. Por el contrario, los cobayos control mostraron un aumento
de peso sostenido en el tiempo (Figura 5B). La disminucion del peso corporal
estuvo acompafada de una menor ingesta de alimento. En particular, a partir del

dia 21 de tratamiento, los animales en déficit de vitamina C mostraron una
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disminucion progresiva del consumo, mientras que los animales control
mantuvieron una ingesta relativamente estable (Figura 5C). Al final del
tratamiento, los animales control presentaron un consumo promedio de 46 + 9,3
g de alimento, mientras que los animales escorbuticos consumieron en promedio

14,7 + 13,8 g de alimento diario.

Por ultimo, al evaluar la frecuencia respiratoria, observamos una disminucién de
la frecuencia respiratoria por minuto (rpm) en los cobayos con déficit de vitamina
C a partir del dia 21 (Figura 5D). En este punto, los animales control presentaron
una frecuencia respiratoria de 143 + 5,8 rpm, mientras que los cobayos

escorbuticos presentaron en promedio 92,3 + 18,5 rpm.

Ademas, se realizaron pruebas neuroldgicas para evaluar los reflejos sensoriales
y motores. El dia 14, tanto los cobayos control como en déficit de vitamina C
fueron capaces de realizar satisfactoriamente todas las pruebas sensoriales de
reflejo (corneal, vibrisas, soplo, pinchazo, sobresalto y olfativa) y motoras (agarre
y enderezamiento), alcanzando un puntaje de 100 (Figura 6A). A finales del
tratamiento, el dia 28, los cobayos en déficit de vitamina C no presentaron
diferencias con respecto a los controles en las pruebas sensoriales. Sin embargo,
en las pruebas motoras de agarre y enderezamiento, los animales escorbuticos

no lograron completarlas, por lo que se les asigno un puntaje de 0 (Figura 6B).
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Figura 5. El déficit de vitamina C disminuye el peso corporal, la ingesta de

alimentos y la frecuencia respiratoria en cobayos.

(A) Esquema general del trabajo experimental. (B) Analisis de la variacion porcentual del
peso corporal de los animales control y escorbuticos durante el tratamiento deficiente de
vitamina C, respecto al peso basal de cada animal (dia 1). (C) Analisis de la ingesta de
alimento expresada en gramos (g), durante el tratamiento. (D) Analisis de la frecuencia
respiratoria, expresada en respiraciones por minuto, durante el tratamiento. Para todos
los analisis se consider6é un n=3. Cada punto representa la media de los animales
analizados en el tiempo experimental, mientras que la barra de error representa la
desviacion estandar (+ SD) entre individuos. El analisis cuantitativo se realizo utilizando

un t-test no emparejado de dos colas. Con *p<0,05; p****<0,0001.
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Figura 6. Evaluacion de reflejos sensoriales y motores en cobayos control y

escorbuticos.

Evaluacién de pruebas neuroldgicas sensoriales y motoras a los 14 (A) y 28 (B) dias, en
animales control y con déficit de vitamina C. Para cada prueba se asigno un puntaje de
desempefo, considerando un valor de 100 para los animales capaces de completar las

pruebas dentro de un tiempo maximo de 5 segundos, y un puntaje de 0 para los animales
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que no realizaron la prueba en el tiempo asignado. Para esta evaluacion se considero
un n=5y un n=8 para los cobayos control y escorbuticos, respectivamente. El analisis
cuantitativo se realiz6 utilizando la prueba exacta de Fisher. Con ***p<0,001; ns = no

significativo.

En conjunto, estas observaciones demostraron que el déficit de vitamina C en el
cobayo induce una disminucion del peso corporal, del consumo de alimento y de
la frecuencia respiratoria a partir del 21 dia de tratamiento. Asimismo, las
evaluaciones neurolégicas mostraron que las funciones sensoriales se conservan
en el escorbuto. Sin embargo, en estos animales, se observa una pérdida de
reflejos motores en las pruebas de agarre y enderezamiento. Estos resultados
evidencian un deterioro de la funcion motora, que podria estar relacionado, en
particular, con alteraciones en las regiones bulbares del sistema nervioso,

asociadas a la deglucién y a la funcion respiratoria.

6.1.2 Caracterizacion histolégica de neuronas motoras en los nucleos

craneales bulbares.

Los cobayos sometidos a déficit de vitamina C fueron eutanasiados una vez
observado un deterioro significativo de su estado general, lo cual ocurrio
aproximadamente a los dias 28 o 30 de tratamiento. Se estima que, tras
aproximadamente tres semanas de una dieta deficiente en vitamina C, los

cobayos desarrollan un déficit prolongado de esta vitamina y presentan signos de
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escorbuto. Con el objetivo de validar esta condicion, se evalud el contenido de
glicogeno hepatico, cuya disminucion ha sido previamente reportada en
condiciones de déficit prolongado de vitamina C (Shu et al., 2022). Para ello, se
realizaron las tinciones histolégicas de Acido peryéddico — Schiff (Tincion PAS) y

Carmin de Best en muestras de higado de cobayos control y escorbuticos.

Control

Escorbuto

Tincién Acido peryédico - Schiff||  Tincién Carmin The Best
(PAS)

Figura 7. El escorbuto induce la deplecién de glicogeno en el higado.

En el tejido hepatico de animales control y escorbuticos, la tincion de Gallego (A,B)
permitié identificar la estructura general del tejido, incluyendo los hepatocitos (flecha
negra), fibras de colageno (flecha azul) y glébulos rojos (flecha naranja). Mientras que
las tinciones de Acido peryddico — Schiff (PAS) (C,D) y Carmin de Best (E,F) permitieron

evaluar la presencia de depdsitos de glicogeno hepatico (flecha morada). Ademas, en
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las muestras escorbuticas se observaron vesiculas lipidicas (flecha blanca). Para todos

los andlisis se considerd un n=3. Barra de tamafo: 50 um.

Con este analisis se observo, en primer lugar, y utilizando la tincién tricromica de
Gallego, la morfologia de los hepatocitos (flecha negra) y otras estructuras
presentes en el tejido hepatico, como los vasos sanguineos donde se observé
tincion para el colageno (flecha azul) y globulos rojos (flecha naranja) (Figura 7A,
B). Por otra parte, con las tinciones histolégicas PAS y Carmin de Best, se
observaron abundantes depdsitos de glicogeno en los animales control,
identificados por una intensa coloracion morado-rosada (Figuras 7C, E), mientras
gue en los animales escorbuticos se observd una marcada disminucion del
contenido de glicégeno hepatico (flecha morada) (Figuras 7D, F). Adicionalmente,
en el tejido hepatico de los animales escorbuticos se observaron multiples
acumulaciones o vesiculas lipidicas (flechas blancas). En conjunto, estos
resultados confirmaron el efecto de la dieta deficiente de vitamina C y el

establecimiento del estado escorbutico en los animales experimentales.

Una vez establecida la condicion escorbutica, se procedié a evaluar el tejido
nervioso utilizando la tincién histolégica de Hematoxilina y Cromotropo (H&C). En
una primera aproximacion, se analizaron cortes sagitales que permitieron evaluar
las distintas zonas de la corteza cerebral (externa y motora), el tronco encefalico

y la médula espinal.
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Figura 8. Las neuronas motoras presentaron una morfologia neuronal clasica con
cuerpos de Nissl evidentes, preferentemente en neuronas del tronco encefalico y

la médula espinal.

Tincion de hematoxilina y cromotropo para analizar la morfologia de las neuronas
(flechas negras) presentes en la corteza cerebral externa (A,B), corteza motora profunda
(C,D), tronco encefalico (E,F) y médula espinal (G,H) en muestras de cobayos control y
escorbuticos. Los cuerpos neuronales se delimitaron con una linea punteada. Para todos

los andlisis se considerd un n=3. Barra de tamafo: 50 um.

Las neuronas presentaron una morfologia convencional, mostrando somas con
nucleos esféricos, eucromaticos y con un nucléolo muy positivo a hematoxilina
(Figura 8). En las neuronas con somas de mayor tamafio se observaron cuerpos
de Nissl, correspondientes a acumulos de RE y ribosomas. Se observd que

algunas de estas neuronas, provenientes de animales escorbuticos, presentaron
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una mayor granulacion o agregacion de estas estructuras (Figuras 8F, H, flechas

negras), lo cual fue particularmente evidente en las neuronas del tronco

encefalico y de la médula espinal.

9

Figura 9. Localizacién de los nucleos neuronales craneales en el bulbo raquideo
del cerebro de cobayo.

Corte frontal de cerebro de cobayo tefiido con hematoxilina y cromotropo. Se observa la
region del bulbo raquideo, totalmente reconstruida a partir de imagenes obtenidas con
un microscopio Optico. Se destaca la localizacion de los nucleos hipogloso (XII), dorsal
del vago (X), del tracto solitario (NTS), espinal del nervio trigémino (NTT) y ambiguo

(NA). Ademas, podemos observar el IV ventriculo (IV), las células ependimarias (linea

punteada) y el cerebelo (Cb). Barra de tamafio: 500 um.
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A continuacion, la tincion de H&C nos permitié definir la localizacion de diferentes
nucleos neuronales en cortes coronales de bulbo raquideo, lo cual fue
corroborado con el mapa estereotaxico de bulbo raquideo de cobayo descrito por
Voitenko y Marlinsky (1993). De esta forma, se definid la ubicacion de los nucleos
hipogloso (XIl), dorsal del vago (X), del tracto solitario (NTS), espinal del trigémino
(NTT) y ambiguo (NA), asociados a la formacion de los nervios craneales
glosofaringeo, vago e hipogloso, los cuales se ven afectados en la enfermedad
motora bulbar (Figura 9) (Voitenko & Marlinsky, 1993). No obstante, el NA fue
analizado parcialmente debido a la pérdida de tejido durante la diseccion del

cerebro.

Las neuronas presentes en los nucleos analizados mostraron una morfologia
conservada (Figura 10, flechas negra), con cuerpos celulares bien definidos y sin
diferencias morfologicas evidentes entre ambas condiciones. Sin embargo, en las
muestras escorbuticas se observé una disminucidén del numero de neuronas. En
las muestras control, el numero promedio de neuronas fue de 32,7 + 2,1 en el
nucleo hipogloso, 41,3 + 2,9 en el nucleo dorsal del vago, 38 + 3,5 en el nucleo
del tracto solitario y 22 + 3 en el nucleo espinal del trigémino. Mientras que, en
las muestras escorbuticas, los valores promedio obtenidos fueron de 30 + 3,6
neuronas en el nucleo hipogloso, 31,7 + 3,2 neuronas en el nucleo dorsal del
vago, 28,3 + 4 neuronas en el nucleo del tracto solitario y 20,7 + 2,1 neuronas

en el nucleo espinal del trigémino.
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Figura 10. El analisis histolégico en el bulbo raquideo evidencié una disminucién
neuronal en los nucleos dorsal del vago y del tracto solitario, de los animales

escorbuticos.

Mediante la tincion de Hematoxilina y Cromotropo se evalué la morfologia de las
neuronas (flecha negra) en los nucleos craneales hipogloso (A,B), vago (C,D), solitario

(E,F), espinal del trigémino (G,H) y ambiguo (1,J) del bulbo raquideo. Barra de tamafio:
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50 um. (K) Analisis cuantitativo del nUumero de neuronas, en una region de interés (ROI)
de 360 x 240 um. (L) Analisis cuantitativo del tamafio del soma neuronal medido en area
(um?). (M) Cuantificacion de las dimensiones medial y lateral de los bulbos raquideo. Los
datos se presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se realizd considerando
un n=3 por condicion, utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con *p<0,05; ns

= no significativo.

Comparando ambos grupos experimentales, el analisis cuantitativo mostré una
disminucion significativa en el numero de neuronas presentes en los nucleos
dorsal del vago y del tracto solitario (Figura 10K). Asimismo, se evaluo el tamano
de las neuronas mediante la medicion del area del soma celular, mas no se
determinaron diferencias entre las neuronas de las muestras control y
escorbuticas (Figura 10L). De manera adicional, se evalué el tamafo del bulbo
raquideo en los ejes lateral y medial con el objetivo de determinar posibles
diferencias, considerando las variaciones en el peso corporal entre los animales
control y escorbuticos. Sin embargo, no se observaron diferencias en el tamano

del bulbo raquideo entre ambos grupos experimentales (Figura 10M).

Por otra parte, se realiz6é un analisis inmunohistoquimico para caspasa-3 clivada
y MLKL, ambos marcadores asociados a muerte celular. No obstante, no se
detectd inmunotincion para ninguno de los marcadores tanto en las muestras

control como escorbuticas (Anexo Figura suplementaria 1).
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Finalmente, en esta primera etapa, se realizé un analisis inmunohistoquimico
para tubulina-glll, una proteina estructural que forma parte de los microtubulos
neuronales, con el objetivo de identificar posibles alteraciones en la organizacion
y estructura del citoesqueleto generadas por el déficit de vitamina C. El analisis
mostré una disminucion en la intensidad de tincion para tubulina-glil en los somas
de las neuronas escorbuticas en todos los nucleos analizados (Figura 11B, D, F,
H). Sin embargo, solo se obtuvo significancia estadistica en las neuronas del

nucleo hipogloso y dorsal del vago (Figura 111).

En conjunto, estos resultados mostraron que la deficiencia de vitamina C genera
una disminucion en el numero de neuronas en los nucleos dorsal del vago y del
tracto solitario. Subcelularmente, se observaron cambios en la estructura de los
cuerpos de Nissl y en el contenido de tubulina-glll, lo que podria comprometer la
estructura del citoesqueleto neuronal. De esta forma, los analisis realizados
sugieren que el déficit de vitamina C podria afectar de manera diferencial los
nucleos neuronales bulbares. En particular, las alteraciones observadas en el
nucleo vago y del tracto solitario podrian comprometer funciones asociadas a sus
actividades motoras y parasimpaticas, incluyendo la inervacién de estructuras
involucradas en la deglucion y respiracion (laringe y faringe), asi como funciones
cardiorrespiratorias. De esta manera, se puede generar un desbalance sensitivo

y motor bajo las condiciones de escorbuto.
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Figura 11. El escorbuto induce una disminucién en la inmunoreactividad para

tubulina-glil, fundamentalmente en neuronas del nucleo hipogloso y dorsal vago.

Analisis inmunohistoquimico con tubulina-BlIl en los nucleos craneales hipogloso (A,B),
vago (C,D), solitario (E,F) y espinal del trigémino (G,H), donde se observé una
disminucion en la inmunoreactividad de las neuronas escorbuticas (flecha negra). Barra
de tamafo: 50 um. (I) Analisis cuantitativo de la intensidad de tincion media para
tubulina-glll. Los datos se presentaron como la media + SD. El analisis cuantitativo se
realizé considerando un n=3, utilizando un t-test no emparejado de dos colas. *p<0,05,

***p<0,001; ns, no significativo.
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6.1.3 Evaluacion de la distribuciéon de los cuerpos de Nissl (acumulos de
reticulo endoplasmatico y ribosomas) y estructuras subcelulares en

neuronas motoras escorbuticas.

El desequilibrio en la homeostasis del RE es una afectacion recurrente ante el
dafio oxidativo en las neuronas. Como una primera aproximacion para evaluar el
RE, se analizo la sustancia de Nissl en las neuronas de la corteza cerebral
externa (Figura 12A, B), corteza motora interna (Figura 12C, D), tronco encefalico
(Figura 12E, F) y de la médula espinal (Figura 12G, H), utilizando la tincién

histologica de Nissl.

En las muestras control, la sustancia de Nissl presenté una amplia distribucién
en el citoplasma neuronal, mostrando un aspecto granular caracteristico en todas
las neuronas de los tejidos control, siendo este patron menos evidente en las
neuronas de la corteza motora interna (Figura 12A, C, E, G). Al analizar las
neuronas de los animales escorbuticos, no se observaron mayores cambios en
la corteza externa (Figura 12B), mientras que en la corteza motora se detecto
una marcada disminucion de la tincion (Figura 12D). Ademas, se observo una
respuesta heterogénea en las neuronas del tronco encefalico, donde algunas de
estas neuronas presentaron acumulos de cuerpos de Nissl en la region periférica
del soma (Figura 12F, flechas blancas). Finalmente, detectamos un aumento de
la agregacion de cuerpos de Nissl en neuronas motoras del asta ventral de la

meédula espinal (Figura 12H).
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Figura 12. El analisis de Nissl evidencio una distribucion periférica heterogénea y

una mayor agregacion en las neuronas del tronco encefalico y la médula espinal.

Mediante la tincion de Nissl se evalu6 y comparé la morfologia de las neuronas (flecha
negra) y la distribucién de la sustancia de Nissl (flecha blanca) en la corteza cerebral
externa (A,B), corteza motora interna (C,D), tronco encefalico (E,F) y la médula espinal
(G,H), entre muestras de cobayo control y escorbuticas. Para todos los analisis se

consider6 un n=3. Barra de tamafio: 50 um.

Dada la heterogeneidad observada en la distribucion de la tincion de Nissl en las
neuronas del tronco encefalico, a continuacion se evaluaron las neuronas de los
diferentes nucleos bulbares. El analisis mostré en el nucleo hipogloso (Figura
13A, B), dorsal del vago (Figura 13C, D) y del tracto solitario (Figura 13E, F), una
menor cantidad de neuronas con cuerpos de Nissl positivos en los tejidos
escorbuticos, mientras que en el nucleo espinal del trigémino no se observaron

diferencias significativas entre ambos grupos experimentales (Figura 13G, H).
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Figura 13. Los cuerpos de Nissl presentaron escasa tincion en neuronas

especificas del bulbo raquideo de cobayos escorbuticos.

Mediante la tinciéon de Nissl se observé la morfologia de neuronas (flecha negra) y la
sustancia de Nissl (flecha blanca) en los nucleos craneales hipoglosos (A,B), vago (C,D),
solitario (E,F) y espinal del trigémino (G,H). Barra de tamano: 50 um. (I) Analisis
cuantitativo del numero de neuronas Nissl positivas, en una regién de interés (ROI) de
360 x 240 um. Los datos se presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se
realizé considerando un n=3 por condicion, utilizando un t-test no emparejado de dos

colas. Con *p<0,05; ns = no significativo.
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Los resultados obtenidos mediante la tincién de Nissl sugieren que la deficiencia
de vitamina C induce alteraciones en la organizacién del RE, lo que podria
favorecer la acumulacion de proteinas sintetizadas en esta organela. Para
evaluar esto de manera mas directa, los tejidos fueron analizados mediante el
anticuerpo KDEL, un péptido sehal presente en las proteinas residentes del RE,
las cuales pueden ser transportadas desde el RE hacia el aparato de Golgi vy,
posteriormente, recuperadas hacia el RE mediante el reconocimiento de la
secuencia KDEL. Por lo tanto, una alteracion de este mecanismo podria provocar

la acumulacién de proteinas en el RE.

En primer lugar, se realizé un analisis inmunohistoquimico en muestras de
corteza motora (Figura 14A, B), tronco encefalico (Figura 14C, D) y la médula
espinal (Figura 14E, F). En las neuronas de control, la tincion para KDEL se
observo distribuida de manera relativamente homogénea en los somas
neuronales. Por otro lado, en las muestras escorbuticas, particularmente en las
neuronas del tronco encefalico y de la médula espinal, se observaron
granulaciones compactas e intensamente positivas para KDEL distribuidas en el
soma (flechas blancas), las cuales fueron escasas o estuvieron ausentes en las
muestras control. De acuerdo con estas observaciones, se realiz6 un analisis
cuantitativo de intensidad de tincién, con el que se determiné un incremento para

KDEL en las tres regiones analizadas (Figura 14G).
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Figura 14. El analisis inmunohistoquimico con KDEL mostré un incremento de
tincion en neuronas de la corteza motora, el tronco encefalico y la médula espinal

de cobayos escorbliticos.

Analisis inmunohistoquimico con el marcador KDEL en corteza cerebral motora (A,B),
tronco encefalico (C,D) y médula espinal (E,F). Se observé un incremento de marcaje en
neuronas escorbuticas (flecha negra) y la presencia de granulaciones KDEL positivas
(flecha blanca). Barra de tamafio: 50 um (G) Analisis cuantitativo de intensidad de tincion
media para KDEL. Los datos se presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo
se realizé considerando un n=3 por condicion, utilizando un t-test no emparejado de dos

colas. Con *p<0,05; **p<0,01.
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Paralelamente, se realizdé un analisis complementario de inmunofluorescencia
utilizando los marcadores reticulares, Calnexina y PDI, ambas proteinas
chaperonas residentes del RE (Anexo Figura suplementaria 2). Sin embargo, la
tincion para estos marcadores se observo unicamente en la médula espinal. Este
analisis mostré un incremento de tincion para Calnexina en las neuronas
escorbuticas, observandose un marcaje homogéneo en el soma neuronal. Por
otro lado, PDI presentd tincidon principalmente en la sustancia blanca,
posiblemente asociada a estructuras axonales o gliales. Si bien este analisis no
permitié evaluar las demas regiones de interés, evidencio diferencias en la tincién

con marcadores de RE en las neuronas espinales escorbuticas.

A continuacién, se evalud la inmunotinciéon para KDEL en las neuronas de los
nucleos craneales hipogloso (Figura 15A, B), dorsal del vago (Figura 15C, D), del
tracto solitario (Figura 15E, F) y espinal del trigémino (Figura 15G, H). En las
neuronas control, se observé nuevamente un patron de tincion homogéneo para
KDEL en el soma neuronal. Por otra parte, en las neuronas escorbuticas se
detecto un leve incremento de la intensidad de la tincién y, de manera similar a lo
observado previamente en el analisis del tronco encefalico, algunas neuronas
presentaron granulaciones citoplasmaticas intensamente positivas para el
marcador, lo cual fue particularmente evidente en las neuronas del nucleo espinal

del trigémino (Figura 15H, flechas blancas). De manera consistente, la
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cuantificacion de la

intensidad de tincion de KDEL mostré6 un aumento

significativo del marcador en todos los nucleos analizados (Figura 15l).
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Figura 15. El analisis inmunohistoquimico con KDEL en bulbo raquideo evidencié

un aumento de tincion en neuronas en los nucleos craneales de los cobayos

escorbuticos.

Analisis inmunohistoquimico con el marcador KDEL en los nucleos craneales hipogloso

(A,B), dorsal del vago (C,D), del tracto solitario (E,F) y espinal del trigémino (G,H), se
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observaron neuronas (flecha negra) y granulaciones KDEL positivas (flecha blanca).
Barra de tamafo: 50 um. (I) Analisis cuantitativo de intensidad de tincion media para
KDEL. Los datos se presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se realizé
considerando un n=3 por condicion, utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con

*p<0,05.

Con el fin de caracterizar la presencia de acumulaciones de RE en planos focales
unicos, realizamos un analisis de inmunofluorescencia para KDEL mediante
microscopia confocal en los nucleos bulbares. En las muestras control, se
observaron numerosas neuronas positivas para el marcador, donde la mayoria
de ellas presentd una tincion distribuida de manera uniforme en el citoplasma del
soma neuronal. Por otro lado, en las muestras escorbuticas, las neuronas
mostraron un incremento en la intensidad de tincion de KDEL (16B, D, F, H,
flechas blancas). Ademas, en el nucleo trigémino se observaron algunas
neuronas que presentaron acumulos de Nissl intensamente positivos para KDEL
y una localizacion citosolica periférica (Figura 16H). El analisis cuantitativo de
intensidad de fluorescencia determiné un incremento de la sefial de KDEL en los
nucleos hipogloso, dorsal del vago y solitario. Sin embargo, el nucleo espinal del
trigémino no presentd diferencias significativas respecto a las muestras control

(Figura 16l).
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Figura 16. El analisis de inmunofluorescencia por microscopia confocal determiné
un incremento de intensidad para KDEL en diferentes nucleos del bulbo raquideo

de cobayos escorbliticos.

Analisis de inmunofluorescencia con el marcador KDEL (rojo) en los nucleos craneales
hipogloso (A,B), dorsal del vago (C,D), del tracto solitario (E,F) y espinal del trigémino
(G,H). Se observaron multiples neuronas KDEL positivas (flecha blanca) y un incremento
de intensidad de tincion para las muestras escorbuticas. Barra de tamafio: 20 um. (l)
Analisis cuantitativo de intensidad de fluorescencia media para KDEL. Los datos se
presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se realizé considerando un n=3
por condicion, utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con *p<0,05; **p<0,01;

ns = no significativo.
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El incremento de la tincibn para KD222EL podria ser indicativo de una
acumulacion de proteinas residentes del RE, lo que sugiere una alteracion en la
homeostasis de este organelo. En este contexto, con el objetivo de caracterizar
a nanoescala los cambios estructurales observados en el RE, se realizé un
analisis mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM). Este analisis
permitio evaluar la organizacion del soma neuronal, con énfasis en la distribucion
y morfologia del RE, los ribosomas, las vesiculas, las mitocondrias y otras

estructuras subcelulares.

En primer lugar, se evalud la ultraestructura de las neuronas de la corteza
cerebral. En las muestras control, las neuronas presentaron una organizacion
intracelular conservada (Figura 17A), caracterizada por un RE organizado en
cisternas apiladas, con ribosomas asociados a su superficie, una morfologia
clasica de los cuerpos de Nissl (Figura 17B). También se observaron mitocondrias
alargadas, sin deformaciones ni dafo de sus crestas, distribuidas en el
citoplasma neuronal (Figura 17C). Por otra parte, en las muestras escorbuticas
(Figura 17D), se observo un RE desagrupado y algunas estructuras reticulares
en regiones periféricas del soma neuronal, préximas a la membrana plasmatica
(Figura 17E, flechas blancas). Adicionalmente, no se observaron mitocondrias
alargadas, lo que podria sugerir un proceso de fisibn mitocondrial. Sin embargo,
no es posible descartar que esta observacion esté condicionada a los planos de

corte analizados (Figura 17F).
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Posteriormente, analizamos el bulbo raquideo mediante TEM. En las muestras
de control, las neuronas bulbares presentaron nucleos voluminosos con
nucléolos electrodensos y un citoplasma con un RE organizado en cisternas
paralelas, caracteristico de los cuerpos de Nissl (Figura 18B). El contenido
mitocondrial fue menor que el observado en la corteza cerebral y, en general,
detectamos mitocondrias de caracteristicas esféricas. En asociacién a estas
neuronas observamos nucleos de células gliales. Ademas, se observaron
numerosos axones que presentaban una vaina de mielina de aspecto compacto

y uniforme (Figuras 18C y 18D).

Por el contrario, al observar las muestras provenientes de cobayos escorbuticos,
detectamos neuronas con una organizacion intracelular alterada (Figura 18E). El
RE presento una distribucion menos organizada y un evidente agrandamiento de
las cisternas reticulares, con una apariencia dilatada (Figura 18F, asteriscos).
Ademas, se observaron multiples mitocondrias de pequefo tamano distribuidas
en el citoplasma neuronal (marcadas en rojo). Algunas de ellas se encontraban
rodeadas por estructuras de doble membrana, sugerentes de un proceso de
mitofagia (Figura 18G, flechas blancas). Finalmente, se observaron los axones
neuronales, cuya mielina presento discontinuidades y zonas de separacion en su
estructura, perdiendo el patron compacto y uniforme observado en las muestras

de control (Figura 18H, flechas blancas).
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| Corteza cerebral: Control |

Figura 17. El analisis ultraestructural evidenci6 alteraciones en el RE de neuronas

de la corteza cerebral de cobayos escorbuticos.

Analisis por microscopia electronica de transmision de cortes de corteza cerebral de
cobayos control (A) y escorbuticos (D). Analisis de cortes de 60 nm tratados con tetroxido
de osmio y contrastados con acetato de uranilo. Los nucleos neuronales se marcaron
digitalmente en verde y el limite celular se delimito con una linea punteada. Se
observaron estructuras subcelulares como el RE (B,E), mitocondrias (C,F) y cuerpos

lisosomales (E). Barra de tamafio: 1 um.
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Figura 18. El escorbuto induce alteraciones en el RE, mitocondrias y la vaina de

mielina en neuronas del bulbo raquideo.

Analisis por microscopia electrénica de transmision en bulbo raquideo de cobayos
control (A) y escorbuticos (D). Los nucleos neuronales se marcaron en verde, mientras
que los astrociticos en celeste. El limite celular se deline6é con una linea punteada. Se
observaron estructuras como el RE, el cual se observo dilatado en escorbuto (*) (B, F),
mitocondrias de pequefio tamafio (marcadas en rojo), algunas con doble membrana (G),

y axones mielinizados (C, D, H). Barra de tamafio: 1 um.
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La microscopia electronica evidencié que las alteraciones observadas en las
neuronas bulbares escorbuticas no se restringieron al RE, sino que también se
observaron en las mitocondrias, organelos particularmente susceptibles a
alteraciones del equilibrio redox celular. Con el objetivo de evaluar posibles
alteraciones asociadas a la mitocondria, se realizé un analisis de inmunotincién
para DRP1, una proteina dinamina involucrada en la regulacion de la fisién
mitocondrial, en conjunto con el anticuerpo VDAC (Canal Anidnico Dependiente
de Voltaje), marcador de la membrana externa de la mitocondria, y CHAT (colina

acetiltransferasa), utilizado como marcador neuronal.

En las muestras de control, se identificaron neuronas positivas para CHAT, con
tincion localizada tanto en los somas como en los procesos neuronales, mientras
que DRP1 y VDAC se localizaron predominantemente en los somas de las
neuronas, observandose una colocalizacion parcial entre ambos marcadores
(Figuras 19A, C y Figura 20A, C) (datos no mostrados para CHAT). Por otra parte,
en las muestras escorbuticas, se observo, en los nucleos hipogloso (Figura 19B),
dorsal vago (Figura 19D) y del tracto solitario (Figura 20B), un incremento y
redistribucién de la sefial para DRP1 y VDAC hacia los procesos neuronales,
donde ambos marcadores presentaron una tincidn intensamente positiva y
colocalizada, mientras que la sefial en los somas fue escasa y practicamente
ausente (flechas blancas). Adicionalmente, se observaron acumulaciones focales

e intensamente positivas a VDAC en algunos de estos procesos. En el nucleo
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espinal del trigémino, se observd un incremento en la tincion para DRP1, sin
cambios evidentes para el marcador VDAC, entre ambas condiciones
experimentales (Figura 20C, D). El analisis cuantitativo de intensidad de
fluorescencia media determind un incremento de la sefial de DRP1 en todos los
nucleos analizados, mientras que el marcador VDAC mostré un aumento de
intensidad solo en los nucleos hipogloso, dorsal del vago y solitario (Figura 19E
y Figura 20E). Por otro lado, el analisis de colocalizacion de Manders mostro un
incremento de colocalizacién de DRP1 sobre VDAC en los procesos neuronales

escorbuticos en todas las muestras analizadas (Figura 19F y Figura 20F).

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian alteraciones en la organizacion
y homeostasis del RE neuronal asociadas al déficit de vitamina C. La
redistribucion y disminucion de la sustancia de Nissl y el incremento de la
inmunotincion para KDEL, junto con la desorganizacion y dilatacion de las
cisternas reticulares observadas mediante TEM, sugieren una alteracion en el
procesamiento y una posible acumulacion de proteinas residentes del RE.
Asimismo, la presencia de mitocondrias de menor tamafio y estructuras de doble
membrana compatibles con procesos de mitofagia, junto con el incremento y
redistribucién de DRP1 y VDAC a los procesos neuronales, sugiere un proceso
de fraccionamiento mitocondrial. Finalmente, en los axones neuronales, se
observd que la vaina de mielina presentaba discontinuidades y pérdida de

compactacion en su estructura.
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Figura 19. El escorbuto induce un incremento de DRP1 y VDAC en los procesos

neuronales, en los nucleos hipogloso y dorsal del vago.
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Analisis de inmunofluorescencia con el marcador CHAT (verde), DRP1 (rojo) y VDAC
(azul) en los nucleos hipogloso (A,B) y dorsal del vago (C,D). En las muestras
escorbuticas, se observo un incremento de procesos intensamente positivos a DRP1 y
VDAC (flecha blanca). Barra de tamafo: 20 um. (E) Analisis cuantitativo de intensidad
de fluorescencia media para DRP1 y VDAC. (F) Analisis de colocalizacién de DRP1
sobre VDAC con el coeficiente de colocalizacion de Manders (MOC). Los datos se
presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se realizé considerando un n=3

por condicion, utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con *p<0,05; **p<0,001.
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Figura 20. El escorbuto induce un incremento de DRP1 y VDAC en los procesos

neuronales en el nucleo solitario.

89



Analisis de inmunofluorescencia con el marcador CHAT (verde), DRP1 (rojo) y VDAC
(azul) en los nucleos solitario (A,B) y espinal del trigémino (C,D). En las muestras
escorbuticas, se observo un incremento de procesos intensamente positivos a DRP1 y
VDAC (flecha blanca). Barra de tamafio: 20 um. (E) Analisis cuantitativo de intensidad
de fluorescencia media para DRP1 y VDAC. (F) Analisis de colocalizacién de DRP1
sobre VDAC con el coeficiente de colocalizacion de Manders (MOC). Los datos se
presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se realizé considerando un n=3

por condicion, utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con *p<0,05; **p<0,001,

*kk

p<0,0001; ns = no significativo.

6.1.4 Evaluacion de la respuesta astrocitica en cobayos escorbuiticos.

Los astrocitos desempeiian funciones esenciales, como el soporte estructural y
metabdlico de las neuronas, y participan activamente en las respuestas frente a

un dafio en el tejido nervioso.

Se ha descrito ampliamente que, en ciertas patologias neurodegenerativas, los
astrocitos se activan y agravan aun mas el dafio neuronal. En este contexto, se
analizé la expresion y distribucion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP), un
marcador ampliamente utilizado para la identificacion de astrocitos y cuyo
incremento es indicativo de una activacién astrocitica (Philips & Robberecht,

2011).
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Figura 21. El escorbuto aumenta la activacion astrocitica en regiones especificas

del cerebro de cobayos.

Analisis de inmunofluorescencia con el marcador GFAP (rojo) en corteza cerebral (A,B),
tronco encefalico (C,D) y médula espinal (E,H). En las muestras escorbuticas, se observo
un incremento de astrocitos GFAP positivos (flecha blanca). Barra de tamafo: 20 um. (1)
Analisis cuantitativo de intensidad de fluorescencia media para GFAP. Los datos se
presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se realizé considerando un n=3
por condicion, utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con *p<0,05; **p<0,001;

ns = no significativo.
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En primer lugar, se realiz6 un analisis de inmunofluorescencia en muestras de la
corteza motora, el tronco encefalico y la médula espinal. Se observo un leve
incremento de la tincién para GFAP en los astrocitos de la corteza motora (Figura
21B) y en la sustancia blanca de la médula espinal (Figura 21H), regién
compuesta predominantemente por procesos axonales, mas no en el asta
anterior, donde se localizan las neuronas motoras (Figuras 21E y 21F). Sin
embargo, la respuesta mas marcada se observo en el tronco encefalico, donde
se determinamos una gran cantidad de astrocitos intensamente positivos para
GFAP (Figura 21D). El analisis cuantitativo determiné un incremento significativo
en la intensidad de fluorescencia media del marcador en la corteza, el tronco
encefalico y la sustancia blanca de la médula espinal de los animales
escorbuticos (Figura 211), lo que sugiere una respuesta astrocitica asociada al

déficit de vitamina C en estas regiones.

Posteriormente, se evaluo el marcador GFAP en bulbo raquideo, en conjunto con
los marcadores vimentina y tubulina-glll. El analisis de inmunofluorescencia
permitié observar una tincion positiva para vimentina en las células ependimarias
que delimitan la superficie ventricular y los vasos sanguineos, mientras que
tubulina-Blll permitié identificar las células neuronales. Una primera area del
bulbo raquideo en evaluacion correspondié a nucleos subependimarios:
hipogloso y dorsal del vago. En ambas regiones, los astrocitos GFAP positivos se

localizaron principalmente adyacentes a las células ependimarias que delimitan
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el cuarto ventriculo (Figura 22A, C). Ademas, se observaron multiples astrocitos
distribuidos en la region medial del bulbo raquideo, asociada al trayecto de haces
de fibras nerviosas. En las muestras escorbuticas, particularmente en el nucleo
vago, se observo un leve incremento en el numero de procesos astrocitarios
positivos para GFAP, que se extendian desde la region ependimaria hacia la
neuropila, distribuyéndose entre las neuronas positivas para tubulina-lll (Figura

22D, flechas blancas).

| Nucleo Hipogloso (XII) || Nucleo Vago (X)

Control

Escorbuto

Anti-GFAP Anti-Vimentina Anti-Tubulina {Il|

Figura 22. El andlisis para GFAP evidencié multiples procesos astrociticos

positivos entre las neuronas de los nlicleos subependimarios escorbliticos.

Analisis de inmunofluorescencia con el marcador GFAP (rojo), vimentina (azul) y
tubulina-glII (cian) en bulbo raquideo de cobayos control y escorbuticos, en los nucleos

hipogloso (A,B) y dorsal del vago (C,D). Se observaron astrocitos GFAP positivos (flecha
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blanca) distribuyéndose entre las neuronas, particularmente en la region del nucleo

dorsal vago. Para todos los analisis se consider6 un n=3. Barra de tamafio: 20 um.

Por ultimo, se evalud la distribucion y morfologia astrocitica en las regiones del
nucleo solitario y el borde lateral del bulbo raquideo correspondiente al tracto
espinal del nervio trigémino. En el nucleo del tracto solitario, el tejido control
presentd abundantes procesos astrociticos positivos para GFAP distribuidos
entre los procesos neuronales positivos para tubulina-glll (Figura 23A), mientras
que en el tejido escorbutico la tincion para GFAP fue escasa y con un menor
marcaje para tubulina-glll (Figura 23B). Por otra parte, en el tracto espinal del
trigémino, region caracterizada por la presencia de haces de fibras nerviosas, el
tejido control presentd procesos astrocitarios GFAP positivos de pequefia
longitud, distribuidos entre multiples neuronas y procesos de tubulina-glil
positivos (Figura 23C), mientras que en el tejido escorbutico, se observd una
menor cantidad de neuronas y procesos, pero se detectaron procesos

astrociticos mas largos y extendidos (Figura 23D).

En conjunto, estos resultados evidencian que la deficiencia de vitamina C induce
una respuesta astrocitica caracterizada por un incremento de la expresién de
GFAP en distintas regiones del sistema nervioso central, particularmente en el
tronco encefalico. A nivel bulbar, no se observo una respuesta uniforme entre los

distintos nucleos craneales, observandose particularmente en el nucleo dorsal
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del vago un leve incremento de astrocitos positivos para GFAP que se distribuyen
entre los procesos neuronales. Estos hallazgos sugieren que el déficit de vitamina
C no solo afecta directamente a las neuronas, sino que también desencadena

una respuesta en células gliales localizadas en regiones especificas del cerebro.

| Nucleo Solitario (NTS) || Tracto espinal del nervio Trigémino |

..................

/o
o

Escorbuto

[ Anti-GFAP Anti-Vimentina Anti-Tubulina Bl |

Figura 23. El analisis para GFAP mostro largos procesos astrociticos positivos,

particularmente asociados a la region del tracto espinal del nervio trigémino.

Analisis de inmunofluorescencia con el marcador GFAP (rojo), vimentina (azul) y
tubulina-glIl (cian) en bulbo raquideo de cobayos control y escorbuticos, en el nucleo
solitario (A,B) y el tracto espinal del nervio trigémino (C,D). Se observaron multiples
astrocitos GFAP positivo (flecha blanca) distribuyéndose entre las neuronas. Para todos

los andlisis se considerd un n=3. Barra de tamafo: 20 um.
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6.1.5 Evaluaciéon del transportador de vitamina C SVCT2 en neuronas

motoras escorbuticas.

El transportador SVCT2 constituye el principal mecanismo de captacion de AAde
las células neuronales. Por lo tanto, se evalud si el déficit de vitamina C induce

alteraciones en la expresion o distribucion de este transportador.

Para ello, en primer lugar, se realizdé un analisis de inmunofluorescencia en la
corteza motora y la médula espinal, utilizando un anticuerpo para SVCT2 en
conjunto con el marcador Vesicula Sinaptica 2 (SV2), lo que permitié identificar
las neuronas y delimitar sus somas y procesos. En la corteza cerebral, la tincién
para SVCT2 se observd principalmente distribuida en el soma de las neuronas
corticales (Figura 24A, B), mientras que en la médula espinal la tincion se observo
mayoritariamente en los procesos neuronales (Figura 24C, D). En las muestras
escorbuticas observamos una disminucion en la tincién para SVCT2 tanto en
corteza cerebral como médula espinal, sin cambios aparentes en la tincion para
SV2. El analisis cuantitativo mostré una disminucion significativa de la intensidad
de fluorescencia para SVCTZ2 en los tejidos escorbuticos (Figura 24E).
Adicionalmente, se observd que la tincion para SVCT2 se superponia
parcialmente a SV2, particularmente en los procesos neuronales. Para evaluar
esta observacion se utilizo el analisis de colocalizacion de Manders y se

determind que existia una colocalizacion de SVCT2 con SV2 en las muestras
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control, mientras que los tejidos escorbuticos presentaron una marcada

disminucion de esta colocalizacion (Figura 24F).
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Figura 24. El escorbuto genera una disminucién del transportador SVCT2 tanto en

corteza cerebral como en la médula espinal.

Analisis de inmunofluorescencia con el marcador SVCT2 (verde) y SV2 (rojo) en corteza
cerebral (A,B) y médula espinal (C,D). Barra de tamafio: 20 um. (E) Analisis cuantitativo
de intensidad de fluorescencia media para SVCT2 y SV2. (F) Analisis de colocalizacion

de SVCT2 sobre SV2 con el coeficiente de colocalizacién de Manders (MOC). Los datos
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se presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se realizé considerando un
n=3 por condicion, utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con *p<0,05;

**p<0,001; ns = no significativo.
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Figura 25. Astrocitos activados del tronco encefalico GFAP y vimentina positivos,

inducen la expresion de SVCT2 en cobayos escorbliticos.

Analisis de inmunofluorescencia con SVCT2 (verde) (A,B), GFAP (rojo) (C,D) y vimentina
(azul) (E,F) en muestras de tronco encefalico de cobayos. Se observo la presencia de
multiples astrocitos activados GFAP y vimentina positivos (flecha blanca), los cuales
también expresan SVCT2 en condicion escorbutica. Barra de tamafo: 20 um. (I) Analisis
cuantitativo de intensidad de fluorescencia media para SVCT2. (J) Analisis de
colocalizacion de SVCT2 sobre GFAP y SVCT2 sobre vimentina con el coeficiente de
colocalizacion de Manders (MOC). Los datos se presentaron como media + SD. El
analisis cuantitativo se realizd considerando un n=3 por condicion, utilizando un t-test no

emparejado de dos colas. Con **p<0,0001.
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En relacion al tronco encefalico, se realiz6 un analisis de inmunofluorescencia
utilizando marcadores para SVCT2, GFAP y vimentina, considerando la marcada
presencia de astrocitos GFAP positivos observada previamente en esta region.
En las muestras control se observé una baja intensidad de tincion para SVCT2 y
la presencia de escasos astrocitos positivos para GFAP (Figura 25A, C). De
manera similar, las muestras escorbuticas presentaron un bajo marcaje para
SVCT2 en los cuerpos y procesos neuronales. Sin embargo, en estas muestras
se observaron numerosos astrocitos positivos para GFAP y vimentina,
potencialmente asociados a un fenotipo astrociticos reactivo, que ademas
presentaron un incremento de sefial positiva para el transportador SVCT2 (Figura
25B,1). Asimismo, la evaluacién de colocalizacion de Manders, determiné una
colocalizacion para la tincion de SVCT2 sobre los astrocitos GFAP y vimentina

positivos (Figura 25J).

Posteriormente, se evalud la expresiéon de SVCT2 en las neuronas bulbares de
los nucleos craneales hipogloso (Figura 26A, B) , dorsal del vago (Figura 26C,
D), del tracto solitario (Figura 26E, F) y el nucleo espinal del trigémino (Figura
26G, H). La inmunotincion para el SVCT2 mostré una baja intensidad de sefial
localizada preferentemente en los procesos neuronales (flechas blancas) y con
un patron de distribucion heterogéneo entre los distintos nucleos bulbares.
Cuantitativamente, se observé una tendencia a una menor intensidad de tincion

en los procesos neuronales de los nucleos solitario y espinal del trigémino de las
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muestras escorbuticas. Sin embargo, estas diferencias no alcanzaron

significancia estadistica en ninguna de las regiones analizadas (Figura 26l).
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Figura 26. La inmunotincion para SVCT2 mostré una baja seial para el marcador

en los nucleos del bulbo raquideo.

Analisis de inmunofluorescencia con el marcador SVCT2 (verde) en los nucleos
hipogloso (A,B), dorsal del vago (C,D), del tracto solitario (E,H) y espinal del trigémino
(G, H). Se observd una baja sefial de inmunotincién localizada en los procesos

neuronales (flecha blanca), sin cambios evidentes entre ambas condiciones
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experimentales. Barra de tamafio: 20 um. (I) Analisis cuantitativo de intensidad de

fluorescencia media para SVCT2. Los datos se presentaron como media + SD. El

analisis cuantitativo se realizd considerando un n=3 por condicion, utilizando un t-test no

emparejado de dos colas. Con ns = no significativo.

Dada la baja intensidad de sefial de inmunofluorescencia observada para este
transportador, a continuacion se decidié evaluar la expresion y distribucion del
ARN mensajero (ARNm) de SVCT2, a través de la técnica de hibridacion in situ,
en tejidos de corteza cerebral y bulbo raquideo de cobayos control y escorbuticos.
Para ello, se utilizé una ribosonda especifica para SVCT2 a partir de un plasmido
previamente transformado en bacterias competentes y posteriormente
linealizado mediante digestion con las enzimas de restriccion Spel y Notl. La
correcta sintesis e incorporacion del marcador a la ribosonda fue verificada a
través de un ensayo de Dot blot, el cual confirmo la obtencion de la sonda para

los analisis posteriores (Anexo Figura suplementaria 3).

Una vez verificada la obtencidn de la sonda, se realiz6 el ensayo de hibridacion
in situ en muestras de corteza cerebral. En ambos grupos experimentales, la
sefal obtenida con la sonda antisentido (AS) presentd un patrén de distribucion
heterogéneo, observandose una sefial de mayor intensidad en las capas mas
externas de la corteza y una menor sefial en la capa interna o motora (Figura

27A, B, flechas negras). Ademas, las muestras incubadas con la sonda sentido
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(SN) no presentaron una sefal detectable, confirmando la correcta union de la
sonda al ARNm de los tejidos y su especificidad (Figura 27G, H). Al comparar
ambos grupos experimentales, las neuronas escorbuticas mostraron una menor
intensidad de la sefial de hibridacion en los somas neuronales, tanto de la corteza
externa como motora (Figura 27C-F, flechas negras). Sin embargo, el analisis
cuantitativo mostré una disminucién significativa de la intensidad de la sefal

unicamente en las neuronas de la corteza motora (Figura 271).

Posteriormente, se evalué la expresion del ARNm de SVCT2 en cortes de bulbo
raquideo. En las muestras control, la sonda AS presentd una sefal positiva de
hibridacidén localizada principalmente en los somas neuronales (Figura 28A,
flechas negras), mientras que las muestras escorbuticas mostraron una menor
sefal de hibridacion (Figura 28B). A diferencia de lo observado en corteza
cerebral, donde la sefial de SVCT2 se detectd tanto en los somas como en la
neuropila, en el bulbo raquideo esta se restringio principalmente a determinados
somas neuronales. El analisis cuantitativo mostr6 una disminucion en la
intensidad de la sefial de hibridacion para el ARNm de SVCT2 en las neuronas
bulbares de las muestras escorbuticas (Figura 28E). Las muestras incubadas con
la sonda SN no presentaron sefal detectable, confirmando nuevamente la

especificidad del ensayo (Figura 28C, D).
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Figura 27. Las neuronas corticales de cobayos escorbuticos presentaron una

tendencia a una menor seinal de hibridacién para el transportador SVCT2.

(A,F) Hibridacion de corteza externa y motora en muestras control y escorbuticas con la
sonda AS. (G,H) Hibridacion de corteza cerebral control y escorbutica con la sonda SN.
Barra de tamano: 50 um. (I) Analisis cuantitativo de a intensidad de sefial de hibridacién
para SVCT2. Los datos se presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se
realizé utilizando un t-test no emparejado de dos colas, considerando un animal por
condicion, evaluando tres campos independientes por animal. Con **p<0,01, ns = no

significativo.

103



Bulbo raquideo |

hs MRS S SN
PO AP e M w7,
e Sl e
P -‘;’? e T
by o, o
Hibridacion in situ
Bulbo raquideo
—~ 200
<
2
5 150 Aokok
i 8
SN 2 100
©
o
© —
2 50
1=
O |ERSSEE G st A W RS e o SN e L
3 = o0
g S  ®
o & N
7} & L
w 9 Q,"CP
w

[ Hibridacién in situ SVCT2 |

Figura 28. El analisis de hibridacion in situ evidencié una disminucién de la sefal

de SVCT2 en neuronas bulbares de cobayos escorbuticos.

(A,B) Hibridacion de bulbo raquideo control y escorbutico con la sonda antisentido (AS).
(C,D) Hibridacion de bulbo raquideo control y escorbutico con la sonda sentido (SN).
Barra de tamano: 50 um. (E) Analisis cuantitativo de a intensidad de sefial de hibridacién
para SVCT2. Los datos se presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se
realizé utilizando un t-test no emparejado de dos colas, considerando un animal por

condicion, evaluando tres campos independientes por animal. Con ***p<0,001.

En conjunto, estos resultados evidencian que el déficit de vitamina C altera la
expresion y distribucidn del transportador SVCT2 en el sistema nervioso. En la
corteza cerebral y médula espinal se observé una disminucion en el marcaje para
SVCT2. Ademas, la reduccion de colocalizacién con el marcador sinaptico SV2

indica una pérdida del transportador particularmente en los procesos neuronales.
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Por otra parte, el analisis mediante hibridacion in situ mostré una menor expresion
de ARNm de SVCT2 en las neuronas escorbuticas bulbares, complementando el
analisis de inmunotincion analizado. Finalmente, la expresion de SVCT2 en
astrocitos GFAP positivos en el tronco encefalico sugiere una posible
participacion de estas células en la captacion de vitamina C frente al déficit, lo
cual podria comprometer la disponibilidad de la vitamina C remanente para las

neuronas.

6.1.6 Analisis proteémico de bulbo raquideo en condiciones escorbuiticas.

Los resultados obtenidos hasta este punto han evidenciado alteraciones en
distintos componentes subcelulares de las neuronas escorbuticas, incluyendo el
citoesqueleto, reticulo endoplasmatico y la expresion del transportador de
vitamina C SVCT2. Con el objetivo de obtener una vision global los cambios
moleculares asociados al déficit de vitamina C y asi identificar posibles vias
biolégicas alteradas, se realiz6 un analisis protebmico para evaluar

particularmente el bulbo raquideo de los animales escorbuticos.

El analisis protedmico se llevd a cabo a partir de tres réplicas biologicas
correspondientes a muestras de bulbo raquideo de cobayos control y
escorbuticos. En total, se identificaron 5.927 proteinas en las muestras control y

6.663 proteinas en las muestras escorbuticas. Del conjunto total de proteinas
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identificadas, 5.243 fueron cuantificadas en ambos grupos experimentales y

utilizadas en el analisis comparativo.

A partir de este conjunto, se identificaron 230 proteinas diferencialmente
expresadas (DEPs) entre las condiciones control y escorbuticas, considerando
como criterio de seleccion un valor de p<0,05 y un cambio de expresién de
Log2FC>0,5 para proteinas sobreexpresadas o upregulated o Log2FC<-0,5 para

proteinas subexpresadas o downregulated (Figura 29A).

A continuacion, se realizé un analisis de Heatmap utilizando las intensidades de
expresion de las 230 DEPs identificadas entre los grupos experimentales (Figura
29B). En este analisis, la escala de color representa la expresion relativa de cada
proteina respecto a su media de expresion, donde el color rojo representd una
mayor expresion relativa de las proteinas, mientras que el color azul indicé una
menor expresion. El Heatmap nos permitié observar un patrén diferencial de
expresion entre ambos grupos experimentales, observandose que las proteinas
con mayor expresion en las muestras escorbuticas tendian a presentar menor
expresion en las muestras control, y viceversa. Las réplicas bioldgicas tendieron
a agruparse segun su condicion experimental, aunque se observaron algunas

proteinas que presentaron variaciones entre individuos del mismo grupo.
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Figura 29. El analisis de Heatmap mostré un patréon diferencial de expresion de

proteinas entre las muestras control y escorbuticas de bulbo raquideo de cobayo.

(A) Region analizada con el numero de proteinas total cuantificadas y el numero de
proteinas diferencialmente expresadas (DEPs). (B) Analisis de Heatmap de las DEPs en
muestras de bulbo raquideo de cobayos control y escorbuticos. Cada fila representa una
réplica biolégica de cada grupo experimental y las columnas corresponden a las DEPs.
Los colores representan la abundancia relativa de cada proteina, donde con el color rojo
se observan las proteinas con mayor expresion relativa, mientras que en azul las

proteinas que presentan una menor expresion relativa.
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Luego, se realiz6 un analisis de Volcano plot utilizando los datos de las proteinas
cuantificadas y la informacién disponible en la plataforma Uniprot, con el objetivo
de identificar las proteinas que presentaban los mayores cambios de expresion
entre ambos grupos experimentales (Figura 30). Este analisis permitio visualizar
de manera simultanea la magnitud del cambio de expresion (Log2FC) y su
significancia estadistica (p<0,05), identificando en un mismo grafico proteinas
diferencialmente sobreexpresadas (upregulated, rojo) y subexpresadas

(downregulated, azul).

Entre las proteinas que presentaron una mayor sobreexpresion se identificaron
Centrina 3 (CENT3), proteina asociada a la organizacién de microtubulos de la
célula; Ceruloplasmina (CP), glicoproteina involucrada en la homeostasis del
hierro y cobre; y S100A9, proteina de union a calcio involucrada en procesos
inflamatorios y respuesta inmune. Por otro lado, entre las proteinas con mayor
subexpresion, se identificaron el Factor activador de proteasas apoptdticas 1
(APAF1), proteina citoplasmatica asociada a la activacion de la via apoptotica;
Actina Beta-Like 2 (ACTBL2), componente esencial en la organizacion y
movimiento del citoesqueleto celular; y Delta(24)-esterol reductasa (DHCR24),

enzima involucrada en la biosintesis del colesterol.
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Figura 30. El analisis de Volcano plot identificé proteinas sobreexpresadas y

subexpresadas en las muestras escorbliticas.

El grafico muestra la distribucion de las proteinas DEPs segun su cambio de expresion
(Log2FC) y su significancia estadistica (-log1o(p-value)). Las proteinas sobreexpresadas
(upregulated) se muestran en rojo, mientras que las subexpresadas (downregulated) en
azul. Las proteinas etiquetadas corresponden a aquellas que presentan los mayores
cambios de expresidn entre ambos grupos experimentales. Grafico generado por SRplot

(Tang et al., 2023).

Posteriormente, con el objetivo de identificar los principales procesos biologicos

asociados a las proteinas DEPs, se realiz6 un analisis exploratorio de
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enriquecimiento de vias mediante plataformas bioinformaticas de libre acceso
(user-friendly) y la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes). El analisis permitié agrupar las proteinas segun las vias biolodgicas en
las que participan, identificando procesos potencialmente alterados por el déficit

de vitamina C.
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Figura 31. El analisis de enriquecimiento de vias evidencié alteraciones en
procesos asociados al procesamiento de proteinas en el RE, entre otros procesos

biologicos.

El grafico muestra las principales vias biologicas enriquecidas identificadas para las
proteinas sobreexpresadas (upregulated) y subexpresadas (downregulated). El eje x

indica el nivel de significancia estadistica del enriquecimiento (-log1o(p-value)), mientras
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que en el eje y representa las vias biolégicas enriquecidas, donde el tamafio de cada
punto es proporcional al numero de proteinas asociadas a esa via. En analisis de
enriquecimiento se realiz6 utilizando la plataforma DAVID Bioinformatics (Sherman et al.,

2022) y el grafico fue generado en SRplot (Tang et al., 2023).

Entre las proteinas sobreexpresadas se observé un enriquecimiento de vias
relacionadas con la cascada del complemento y coagulacion, el metabolismo del
glutation, la vigilancia del ARNm, la activacion plaquetaria y el alcoholismo, entre
otras. En conjunto, estas vias se asocian principalmente a una respuesta frente
a un proceso inflamatorio y regulacion del estado redox. Por otro lado, las
proteinas subexpresadas enriquecieron vias asociadas al procesamiento de
proteinas en el reticulo endoplasmatico, la biosintesis de esteroides, la autofagia
y la Esclerosis Lateral Amiotréfica, procesos relacionados principalmente al

mantenimiento de la homeostasis proteica (Figura 31).

Finalmente, con el objetivo de confirmar los cambios en la expresion de proteinas
identificadas, se realiz6 un analisis de Western blot utilizando extractos de
proteina de bulbo raquideo vy, adicionalmente, de corteza cerebral. Para este
analisis, se seleccionaron proteinas asociadas a los procesos alterados
previamente identificados incluyendo GFAP, proteinas residentes del RE
evaluadas mediante el marcador KDEL, y proteinas relacionadas con la

organizacion del citoesqueleto neuronal y el transporte de vitamina C, como
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tubulina-plll, SVCT2 y GLUT1, con el fin de complementar la caracterizacion de
las alteraciones observadas en los animales escorbuticos. En ambos tejidos se
detectdé una banda para GFAP por encima de los 50 kDa, una banda principal
reconocida por el anticuerpo anti-KDEL cercana a los 50 kDa, una banda para
tubulina-Blll por encima de los 50 kDa, una banda para SVCT2 sobre los 100 kDa

y una banda para GLUT1 en los 50 kDa (Figura 32A, B).

Posteriormente, se realizo el analisis densitométrico de las bandas normalizadas
respecto a 3-Actina. La expresion de GFAP presentd una disminucion significativa
en la corteza cerebral de los animales escorbuticos, mientras que en el bulbo
raquideo se observd una tendencia a la disminucién, que no alcanzé la
significancia estadistica (Figura 32C). Sin embargo, para la evaluacion de
tubulina-Bll, KDEL y los transportadores SVCT2 y GLUT1, no se observaron
diferencias en la intensidad de las bandas entre los grupos experimentales en

ninguna de las regiones analizadas (Figura 32D-G).
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Figura 32. Andlisis mediante Western blot de proteinas asociadas a los procesos

alterados por el déficit de vitamina C.

(A) Membranas representativas de Western blot correspondientes a extractos proteicos
de corteza cerebral. (B) Membranas representativas de Western blot correspondientes
a extractos proteicos de bulbo raquideo. Se evalud la expresion de GFAP (~50 kDa),

proteinas reconocidas por el anticuerpo anti-KDEL (banda principal ~50 kDa), tubulina-
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BlIl (~50 kDa), SVCT2 (~100 kDa) y GLUT1 (~50 kDa), utilizando B-Actina como control.
Se realizd una cuantificacion de densitometria normalizada respecto a B-Actina para
GFAP (C), KDEL (D), tubulina-glll (E), SVCT2 (F) y GLUT1 (G). Los datos se presentaron
como media + SD. El analisis cuantitativo se realizé considerando un n=3 por condicion,

utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con **p<0,001; ns = no significativo.

En conjunto, el analisis protedmico evidencio que el déficit de vitamina C produce
modificaciones en el perfil de expresion proteica del bulbo raquideo,
principalmente relacionadas a procesos como la respuesta inflamatoria, el
equilibrio redox y la homeostasis proteica. El enriquecimiento de vias asociadas
a una menor expresion de proteinas involucradas en el procesamiento de
proteico en el RE resulta particularmente relevante, considerando las
alteraciones previamente observadas mediante Nissl, inmunolocalizacién con
KDEL y TEM. Entre las proteinas subexpresadas encontramos la GRP78, una
chaperona del RE involucrada en la respuesta UPR, y SEC13, una proteina
asociada al transporte vesicular desde el RE hacia el aparato de Golgi. Ademas,
se determindé una disminucion de GFAP mediante Western blot, mientras que los
otros marcadores evaluados no presentaron cambios significativos. Sin embargo,
nos permitieron confirmar la deteccion de proteinas y procesos asociados a las

estructuras y mecanismos celulares de interés.

114



6.2 Parte Il. Caracterizacion celular y subcelular de neuronas motoras

diferenciadas in vitro de iPSC humanas en déficit de vitamina C.

6.2.1 Analisis en neuronas motoras espinales.

Los resultados obtenidos en el modelo animal de cobayo escorbutico
evidenciaron alteraciones subcelulares asociadas al citoesqueleto neuronal, el
RE y, eventualmente, las mitocondrias en las neuronas bulbares. Con el objetivo
de evaluar la reproducibilidad in vitro de estos hallazgos en células humanas, se
utilizaron como primera aproximacion neuronas motoras espinales (sMN)
diferenciadas a partir de la linea celular de células madre neurales humanas
AF22, a través un protocolo de diferenciacion previamente estandarizado (Figura
33A). Estas células presentan un fenotipo de neuronas motoras ventrales de la
meédula espinal, lo que nos permitié obtener una caracterizacion inicial sobre la

respuesta de las neuronas motoras frente a condiciones de déficit de vitamina C.

Posterior a la diferenciacién, las sMN fueron mantenidas durante 6 dias en cultivo
bajo condiciones de déficit de vitamina C. Posteriormente, se realizaron ensayos
inmunocitoquimicos para evaluar la morfologia neuronal. En primer lugar, se
analizaron las neuronas utilizando los marcadores colina acetiltransferasa
(CHAT), tubulina-glll y el transportador GLUT1, donde observamos tincion
positiva para los tres marcadores tanto en los somas como en los procesos

neuronales (Figura 33B-I).
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A Diferenciacion Maduracion
CHIR-90021 3 pM BNDF, GDNF, IGF-1 y CTNF 10 ng/mL.
Acido Retinoico 100 nM
SAG 500 nM
DAPT 10 uM.
BNDF 10 ng/mL.
‘GDNF 10 ng/mL.
1 15 16 32
2 6 7 9 14
Dias —@ . - @ @
AF22 cMNs cMNf Funcional
(NSCs)

Vitamina C

Déficit de Vitamina C

sMN
J 60 CHAT

Area positiva (%)
Avrea positiva (%)

Figura 33. El déficit de vitamina C reduce la densidad de procesos neuronales in

vitro en sMN diferenciadas.

(A) Esquema del protocolo de diferenciacion para la generacion de neuronas motoras
espinales a partir de las células AF22. (B-l) Andlisis de inmunocitoquimica de sMN
diferenciadas utilizando los marcadores neuronales CHAT (rojo), tubulina-glll (azul) y

GLUT1 (cian), evaluando los somas y procesos neuronales. Barra de tamano: 20 um. (1)
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Anadlisis cuantitativo del area positiva a la tincion. Las mediciones obtenidas
corresponden a tres diferentes campos de observacion a partir de un mismo analisis
para cada condicién experimental y se presentaron como media + SD. El analisis
cuantitativo se realizd utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con p*<0,05;

**p<0,001; ***p<0,0001.

Al comparar ambas condiciones experimentales, se observd que las neuronas
suplementadas con vitamina C presentaron una mayor densidad de procesos
neuronales, en comparacion con aquellas que se mantuvieron en tratamiento de
déficit de vitamina C. Estas diferencias se observaron con los tres marcadores
utilizados, pero particularmente con la tincion para tubulina-glll (Figura 34D,E),
cuya tincion permitio identificar con mayor claridad procesos neuronales de
menor tamafo. El analisis cuantitativo mostr6 un mayor porcentaje de area
positiva para los tres marcadores en las neuronas suplementadas con vitamina
C, posiblemente dada la mayor extensién de procesos observados en estas

neuronas.

A continuacion, se realiz6é un segundo analisis inmunocitoquimico utilizando los
marcadores MAP2, proteina asociada principalmente a procesos dendriticos, y
MAP1B, proteina del citoesqueleto neuronal particularmente asociada a procesos
axonales. La tincion para MAP1B permitié visualizar la extensa red de procesos

axonales en las células mantenidas con vitamina C, mientras que en las neuronas
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sometidas a déficit de esta vitamina presentaron una menor densidad de los
procesos (Figura 34A, B). Por otro lado, la tincién para MAP2 presento una menor
intensidad en ambos grupos experimentales, restringiéndose a solo algunos
procesos dendriticos (Figura 34C, D). El analisis cuantitativo mostré un mayor
porcentaje de area positiva para MAP1B en las neuronas suplementadas,
mientras que no se observaron diferencias significas entre ambas condiciones

para MAP2.

Area positiva (%)

Vitamina C

Area positiva (%)

Déficit de Vitamina C

Figura 34. El déficit de vitamina C reduce la densidad de procesos axonales

MAP1B positivos en sMN.

(A-F) Analisis de inmunocitoquimica de sMN diferenciadas utilizando los marcadores
MAP1B (magenta) y MAP2 (amarillo), evaluando procesos dendriticos y axonales. Barra

de tamafio: 20 um. (G) Analisis cuantitativo del area positiva a la tincién. Las mediciones
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obtenidas corresponden a tres diferentes campos de observacion a partir de un mismo
analisis para cada condicion experimental y se presentaron como media + SD. El analisis
cuantitativo se realizé utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con p*<0,05; ns

= no significativo.

En conjunto, estos resultados indican que el déficit de vitamina C altera la
organizacion morfolégica de las sMN humanas in vitro, observandose

principalmente por una menor extension y densidad de procesos neuronales.

6.2.2 Diferenciacion de AF22 a neuronas motoras cervicales.

A partir de las observaciones obtenidas en el modelo de neuronas motoras
espinales, se implementé un modelo in vitro de neuronas motoras cervicales
diferenciadas a partir de la linea celular AF22. Estas neuronas corresponden a
un subtipo motor localizado en la region mas rostral de la médula espinal,
adyacente al bulbo raquideo. Dada la proximidad anatomica con las neuronas
motoras bulbares evaluadas en el modelo de cobayo, se seleccion6 este modelo
para evaluar los efectos del déficit de vitamina C en las neuronas motoras

humanas.

La diferenciacion de las células AF22 se llevd a cabo siguiendo el protocolo
descrito por Yang y colaboradores (2023), el cual permite la obtencion de

neuronas motoras con identidad cervical (Figura 35) (Yang et al., 2023). Este
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protocolo comprende tres etapas, definidas por el uso de distintos factores de
diferenciacion segun el estado celular. La primera etapa corresponde a la
induccion del dominio progenitor de neuronas motoras (MNp) y se desarrolla
entre los dias 1 y 6 del protocolo. Durante este periodo, se observd una
proliferacion y expansion de las células sobre la superficie de cultivo, generando
agrupaciones celulares, las cuales presentaron pequefios procesos neuronales

(Figura 36A-D).

Patréon de MN Diferenciacion a sMN Maduracion
CHIR-90021 0,1 uM Acido Retinoico 0,5 yM BNDF, IGF-1 y CTNF 10 ng/mL
SB-431542 2 yM Purmorfamina 0,1 pM
DMH1 2 uyMm Componente E 0,1 uM
Acido Retinoico 0,1 uM BNDF, IGF-1 y CTNF 10 ng/mL
Purmorfamina 0,5 uM
1 6 12 23
.0 2 3 4 5 7 8 9 0 1
Dias o—@)—o—e —@——— — @ —o—o—o o o o-
cMNs Funcional
AF22 MNp cMNs

(NSCs)

Figura 35. Protocolo de diferenciacion de células AF22 humanas a neuronas

motoras cervicales (cMN).

Se realizé el protocolo de diferenciacién a neuronas motoras cervicales descrito por Yang
et al. 2023, utilizando las células AF22. Este protocolo consta de tres partes. Entre el dia
1y 6 se genero6 el patrén de neurona motora, llevando a las células a un estado de
progenitor de neurona motora (MNp). Entre los dias 7 y 12 se realizé la diferenciacion
de las MNp a neuronas motoras espinales (sMN). Finalmente, entre los dias 13 y 23 se

realizé la maduracion de las sMN, las cuales presentan una identidad cervical (CMN).
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Figura 36. Etapas y cambios morfologicos durante la diferenciacion y maduracion

in vitro de cMN a partir de las células madre neuronales AF22.

(A-D) Primera del protocolo de diferenciacion, correspondiente a la generacion del
progenitor de progenitor de motoneuronas (MNp). (E-H) Segunda etapa de

diferenciacion, donde las células completan la diferenciacibn a neuronas motoras
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espinales (sMN) de fenotipo cervical (cMN). (I-N) Etapa de maduracién neuronal, donde

se obtienen neuronas motoras con caracteristicas funcionales. Magnificacion = 100x.

Posteriormente, las células fueron subcultivadas en placas de cultivo, donde
completaron su diferenciaciéon y maduracién neuronales. La segunda etapa del
protocolo, que se desarrolla entre los dias 7 y 12, corresponde a la diferenciacion
de las MNp hacia neuronas motoras espinales (sMN). En este periodo, se
observaron agrupaciones celulares mas definidas y una mayor extension de

procesos neuronales (Figura 36E-H).

Finalmente, entre los dias 13 y 23, las sMN continuaron su proceso de
maduracién hasta adquirir un fenotipo funcional, que presenta identidad cervical
(cMN) (Figura 361-N). Durante esta etapa, se observaron agrupaciones celulares
mas compactas, algunas de ellas organizadas en estructuras semejantes a
neuroesferas junto con una extensa red de prolongaciones neuronales que
conectaban entre si (Figura 36N). Por otra parte, se observaron agrupaciones
menos compactas, pero con una mayor densidad de procesos neuronales (Figura

36M).
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Neuronas motoras cervicales

Anti-Tubulina BIII Anti-MAP2 Anti-CHAT Anti-HB9

=71pb
~ 118 pb
~129pb HOXC10 ~ 100 pb

> 166 pb Ciclofilina > 239 pb

Figura 37. Caracterizacion del fenotipo neuronal y motor de las cMN diferenciadas

in vitro.

Se evaluaron los marcadores neuronales Tubulina BllI (rojo) (A) y MAP2 (magenta) (B),
el marcador de neuronas colinérgicas CHAT (verde) (C) y el marcador especifico de
neuronas motora HB9 (rojo) (D) en las cMN diferenciadas a partir de AF22. Tincién
nuclear: Hoechst (azul). Barra de tamano: 20 um. (E) PCR convencional para la
evaluacion de los genes asociados a la identidad rostro-caudal de las cMN diferenciadas
a partir de AF22. Se evalud la expresion de los genes OTX2 (cerebro anterior y
mesenceéfalo); HOXB4, HOXC5 y HOXC6 (identidad cervical); y HOXC8, HOXC9 y
HOXC10 (identidad toracico-lumbar). Se utilizé Ciclofilina como control de expresion. Se
incluyeron tres condiciones de control: RT+ (transcripcion), RT- (sin transcripcion), y
agua, como control negativo. Los tamafios de los productos de amplificacion se indican

en pares de bases (pb).
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A continuacion, con el objetivo de hacer una primera caracterizacion de las
neuronas motoras obtenidas a través de este protocolo de diferenciacion, se
realiz6é un analisis de inmunocitoquimica utilizando los marcadores tubulina-glll,
MAP2, HB9 y CHAT. El marcaje para tubulina-glll y MAP2 permitio identificar las
células con fenotipo neuronal (Figura 37A,B), mientras que la expresion de CHAT
(Figura 37C), enzima caracteristica de neuronas colinérgicas, y HB9 (Figura
37D), un marcador especifico de neuronas motoras, nos permitidé confirmar la

obtencion del fenotipo neuronal.

Adicionalmente, se llevé a cabo un ensayo de PCR convencional a partir de ARN
obtenido de las cMN maduras, con el objetivo de evaluar la expresion de genes
asociados a la identidad rostro-caudal y confirmar el fenotipo de motoneurona
obtenido. Se analizaron OTX2, asociado a la identidad del cerebro anterior y
mesencéfalo; HOXB4, HOXCS y HOXCG6, asociados a la identidad cervical de las
neuronas motoras; y HOXC8, HOXC9 y HOXC10, asociados a identidades mas
caudales de la médula espinal (toracico-lumbar). El analisis mostré amplificacion
para HOXB4, HOXC5 y HOXCG6, mientras que no se detectaron productos de
amplificacion para los otros genes evaluados. Este patrén de expresion nos

confirmo la obtencion del fenotipo de neurona motora cervical (Figura 37E).

En conjunto, los cambios morfolégicos observados durante el proceso de

diferenciacion, la expresion de los marcadores neuronales tubulina-glll y MAP2,
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y de los marcadores asociados al fenotipo de motoneurona HB9 y CHAT, junto
con el patron de expresion génica obtenido mediante PCR convencional,
permitieron caracterizar y validar la obtencion de motoneuronas de identidad
cervical a partir de la linea de células madre neuronales AF22. Una vez
establecido y caracterizado este modelo, se procedio a evaluar los efectos del

déficit de vitamina C en las cMN.

6.2.2 Analisis morfolégico y subcelular de neuronas motoras cervicales

inducidas a un déficit de vitamina C.

Una vez establecida la diferenciacion hacia neuronas motoras cervicales, se
evaluaron los efectos del déficit de vitamina C en las caracteristicas morfolégicas
y subcelulares de estas células. Para ello, una vez que las células llegaron al dia
23 de maduracion, se mantuvieron durante 6 dias en condiciones de déficit de

vitamina C.

Con el objetivo de verificar la reduccion de los niveles intracelulares de AA, se
cuantifico su contenido mediante el ensayo EnzyChrom Ascorbic Acid Assay, un
método colorimétrico cuantitativo. El ensayo mostré una disminucion significativa
de la concentracion intracelular de AA en las neuronas sometidas a déficit, en
comparacion con las células mantenidas en condiciones de suplementacion con
vitamina C (Figura 38). En particular, las neuronas suplementadas con vitamina

C presentaron una concentracion intracelular de 0,315 (+ 0,02)
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nmol/uL/108células, mientras que las neuronas en déficit de vitamina C
presentaron una concentracién de 0,047 (+ 0,01) nmol/uL/10%celulas. De esta

forma, se validod el establecimiento del modelo celular con deficiencia de vitamina

C para los analisis posteriores.
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Figura 38. Disminucioén del contenido intracelular de AA en cMN bajo condiciones

de déficit de vitamina C.

La concentracion de AA intracelular fue determinado utilizando el ensayo colorimétrico
EnzyChrom Ascorbic Acid Assay en cMN tratadas con y sin vitamina C. Los datos se
presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se realizd considerando un n=3

por condicion, utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con p****<0,0001.

Una vez confirmada la deficiencia de vitamina C en el modelo celular, se procedid
a caracterizar las posibles cambios inducidos por esta condicibn mediante

analisis inmunocitoquimico. Como primera aproximacion, se utilizaron los
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marcadores CHAT vy tubulina-Blll para evaluar la morfologia de estas neuronas.
En ambas condiciones experimentales se identificaron neuronas positivas para
ambos marcadores, permitiendo visualizar tanto el soma como la red de procesos
neuronales (Figura 39A-F). Sin embargo, las neuronas mantenidas en
condiciones de déficit de vitamina C presentaron una menor densidad de
procesos neuronales en comparacion con las neuronas suplementadas (Figuras
39B y 39D). La cuantificacion del porcentaje de area de tincion positiva mostro
una disminucion significativa de ambos marcadores en las cMN sometidas a

déficit de vitamina C (Figura 39G).

Posteriormente, se realizé un analisis de inmunocitoquimica utilizando los
marcadores HB9 y MAP1B. La inmunotincion para HB9 se observo
principalmente restringida a los nucleos y somas neuronales, mientras que
MAP1B presentd una distribucion predominantemente asociada a los procesos
neuronales. Nuevamente, se determind, en las neuronas sometidas a déficit de
vitamina C, una menor densidad de procesos neuronales (Figura 391, K). En
consecuencia, el analisis cuantitativo mostré una disminucion significativa en el
porcentaje de area positiva tanto para el marcador HB9 como para el MA1B

(Figura 39N).
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Figura 39. Alteraciones morfolégicas de los procesos neuronales en las cMN en

déficit de vitamina C.

Analisis de inmunocitoquimica con los marcadores neuronales CHAT (verde) (A,B) y
tubulina-glll (rojo) (C,D) en las cMN. Luego, se realizé6 un segundo analisis con los

marcadores MAP1B (verde) (A,B) y HB9 (rojo) (C,D) en las cMN. Tincidon nuclear:

128



Hoechst (azul). Barra de tamafio: 20 um. (G) Analisis cuantitativo del area positiva para
CHAT vy tubulina-glll. (N) Andlisis cuantitativo del area positiva para MAP1B y HB9. Las
mediciones obtenidas corresponden a tres diferentes campos de observacion a partir de
un mismo analisis para cada condicién experimental y se presentaron como media +
SD. El analisis cuantitativo se realizé utilizando un t-test no emparejado de dos colas.

Con p*<0,05; p**<0,01.

De manera complementaria, se realizé un analisis mediante holotomografia, con
el objetivo de realizar un seguimiento de los cambios morfolégicos asociados a
las neuronas motoras en déficit de vitamina C. Para ello, las células fueron
incubadas en un medio deficiente en vitamina C y se adquirieron imagenes de

las mismas células a las 0, 24 y 48 horas de tratamiento.

Al inicio del tratamiento (0 horas), las células presentaron una morfologia
neuronal con multiples procesos bien definidos de diferente calibre (Figura 40A).
Alas 24 horas, se observo una leve reducciéon de los procesos de menor calibre
(Figura 40B). Luego, a las 48 horas, estos cambios fueron mas evidentes, con
una marcada disminucion de los procesos neuronales (Figura 40C). Ademas, al
observar otro plano de enfoque la misma imagen, se identificd la aparicion de
estructuras como "burbujas” en la superficie celular (Figura 40D, flechas blancas),

sugerentes de un proceso asociado muerte celular.
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Tiempo 0

Tiempo 48h

Figura 40. Seguimiento de la dinamica morfolégica de neuronas motoras mediante

holotomografia.

Las neuronas motora se analizaron a tiempo 0 (A) y luego tras 24 (B) y 48 (C,D) horas.
Observando la distribucion y morfologia de los procesos neuronales (flecha blanca) en
un tratamiento de déficit de vitamina C. Se determiné una disminucion y alteracion de
procesos neuronales tras 48 horas de tratamiento deficiente en vitamina C. Barra de

tamario: 15 um.
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Dadas las alteraciones del RE previamente observadas en el modelo de cobayo
escorbutico, se evalud la inmunotincién de este organelo en las cMN. Para ello,
se realiz6 un analisis de inmunocitoquimica con marcadores de RE, KDEL y PDI,
una proteina chaperona encargada de la formacion de puentes disulfuro durante

el plegamiento de proteinas.

En ambas condiciones experimentales se identificaron neuronas positivas para
ambos marcadores. KDEL presentd una sefnal predominantemente localizada en
los somas neuronales, con una distribucién citoplasmatica relativamente
homogénea (Figura 41A,B). Por otro lado, PDI mostré una tincion mas
heterogénea, observandose sefal tanto en los somas como en algunos procesos
neuronales (Figura 41C,D). Al igual que en los analisis anteriores, las cMN
mantenidas en déficit de vitamina C presentaron una menor densidad de células
y reduccidn de los procesos neuronales, respecto a las células suplementadas.
Sin embargo, la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia para KDEL y PDI
no evidencio diferencias significativas entre ambas condiciones experimentales

(Figura 41G).
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Figura 41. Caracterizacion inmunocitoquimica del RE en cMN sometidas a déficit

de vitamina C.

Analisis de inmunocitoquimica con los marcadores reticulares PDI (magenta) (A,B) y
KDEL (amarillo) (C,D) en las cMN. Tincion nuclear: Hoechst (azul). Barra de tamafio: 20
um. (G) Analisis cuantitativo intensidad de fluorescencia media para estos marcadores.
Las mediciones obtenidas corresponden a tres diferentes campos de observacion a partir
de un mismo analisis para cada condicién experimental y se presentaron como media +
SD. El analisis cuantitativo se realizé utilizando un t-test no emparejado de dos colas.

Con ns = no significativo.

Adicionalmente y considerando el papel de la vitamina C como agente
antioxidante, se evaluaron la expresioén y la distribucion de proteinas involucradas

en la respuesta celular y en el estrés oxidativo. Para ello, se analizo a través de
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inmunocitoquimica SOD1, enzima antioxidante que participa en la neutralizacién
del anién superdxido, y p47PHOX, proteina del complejo NOX. Ambos
marcadores se observaron positivos en las cMN, con una senal predominante en
las agrupaciones neuronales. En las células suplementadas con vitamina C, la
tincion presento una distribucién difusa y homogénea, mientras que en las
neuronas sometidas a déficit de vitamina C se observd un patrén de tincidon mas
definido, lo que permitié distinguir sefial asociada a algunos procesos neuronales.
Sin embargo, la cuantificacion de intensidad de fluorescencia no mostro
diferencias significativas entre las condiciones experimentales para ninguno de

los marcadores analizados (Figura suplementaria 4).

Con el fin de evaluar directamente la presencia y la distribucion intracelular de
ROS en estas células, se utilizaron de las sondas fluorescentes CellROX. En las
neuronas suplementadas con vitamina C, se observo una sefal fluorescente de
tamano heterogéneo localizada principalmente en los procesos neuronales y, en
menor medida, en el soma (Figura 42A, flechas blancas). La distribucion de estas
estructuras presentd un patrén sugerente de mitocondrias. Por otro lado, las
neuronas sometidas a déficit de vitamina C presentaron una menor intensidad de
sefal, tanto en el soma como en los procesos neuronales, junto con una marcada
reduccion en el tamafo de las estructuras positivas de aspecto puntiforme (Figura
42B). Estos datos sugieren que las mitocondrias podrian estar siendo fisionadas

en las neuronas.
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Figura 42. Distribucion intracelular de la sefial de CellROX en cMN suplementadas

y deficientes en vitamina C.

Ensayo con la sonda CellROX (verde) en cMN suplementadas (A) y no suplementadas
(B) con vitamina C. Se observa marcaje de la sonda de manera puntiforme en el soma
y procesos neuronales, ademas de una disminucién de la sefial en las neuronas en
déficit de vitamina C. Tincién nuclear: Hoechst (azul). (C) Analisis cuantitativo intensidad
de fluorescencia media en los procesos neuronales. Los datos se presentaron como
media + SD. El analisis cuantitativo se realiz6 utilizando un t-test no emparejado de dos

colas. Con ****p<0,0001.
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Para intentar profundizar en este contexto, se realizd6 un analisis
inmunocitoquimico utilizando los marcadores VDAC (proteina localizada en la
membrana externa de la mitocondria) y DRP1 (dinamina involucrada en la fisién
mitocondrial), en conjunto con el anticuerpo axonal MAP1B para identificacion de

los procesos neuronales.

En las neuronas suplementadas con vitamina C, MAP1B presentd una
distribucion predominantemente asociada a la red de procesos neuronales, lo
que permitio visualizar y delimitar su organizacion (Figuras 43A,B). DRP1y VDAC
se localizaron principalmente en los somas neuronales, con una sefal
relativamente escasa en los procesos neuronales (Figura 43C E, I), similar a lo

que se observo en los estudios con tejido de cobayo.

En condiciones de déficit de vitamina C, se observo un cambio en la distribucion
de ambos marcadores. DRP1 y VDAC mostraron una sefial preferentemente
localizada en los procesos neuronales (MAP1B positivos) (Figuras 43D, F, |,
flechas blancas), lo que generd una colocalizacién entre ambos marcadores
(Figura 43J). Estos resultados reproducen también lo observado en el tejido de
animales escorbuticos. Por lo tanto, concluimos que DRP1 esta asociado a las
mitocondrias en condiciones de déficit de vitamina C, sugiriendo induccion de

fision mitocondrial.
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Figura 43. Redistribucion de DRP1 y VDAC hacia los procesos neuronales MAP1B-

positivos en cMN deficientes en vitamina C.

Analisis de inmunocitoquimica con los marcadores MAP1B (verde) (A,B), DRP1 (rojo)
(C,D) y VDAC (blanco) (E,F) en las cMN. Se observo tinciéon de los marcadores

mitocondriales DRP1 y VDAC en los somas neuronales, mientras que MAP1B mostro
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sefal en los procesos de las cMN. Tincion nuclear: Hoechst (azul). Barra de tamafio: 20
um. (I) Analisis cuantitativo del area positiva para DRP1 y VDAC. (J) Analisis de
colocalizacion de DRP1 sobre VDAC con el coeficiente de colocalizacion de Manders
(MOC). Las mediciones obtenidas corresponden a tres diferentes campos de
observacion a partir de un mismo analisis para cada condicién experimental y se
presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se realizé utilizando un t-test no

emparejado de dos colas. Con p**<0,01; p***<0,001.

En conjunto, los resultados obtenidos en las cMN mostraron que el déficit de
vitamina se asocia con una disminuciéon de la densidad de los procesos
neuronales. El analisis de CellROX sugirié una afectacion mitocondrial, junto a
una redistribucion de los marcadores mitocondriales DRP1 y VDAC en los
procesos neuronales, estando ambas proteinas colocalizadas. El tamario de la
red mitocondrial fue menor en déficit de vitamina C, lo que sugiere un procesos

de fisibn mitocondrial.

6.2.3 Analisis de neuronas motoras cervicales inducidas a déficit de

vitamina C y exposicion a dafo oxidativo.

Considerando que el déficit de vitamina C se asocié a alteraciones en la
organizacion neuronal y subcelular, se plante6 evaluar la respuesta de las cMN
deficientes en vitamina C frente a una condicion de dafo oxidativo. Para ello, una

vez finalizada la maduracién de las neuronas, estas fueron mantenidas durante
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6 dias en condiciones de suplementacion o déficit de vitamina C. Posteriormente,
ambas condiciones experimentales fueron expuestas a H>.O2 durante 8 horas,
con el fin de inducir un estado de estrés oxidativo. Estas condiciones
experimentales fueron previamente descritas para induccion de estrés oxidativo

en motoneuronas diferenciadas a partir de iPSC (Onda-Ohto et al., 2023).

Se realizé un analisis inmunocitoquimico para los marcadores neuronales CHAT
y tubulina-lll, cuya tincion esta asociada a somas y procesos neuronales. En las
neuronas suplementadas con vitamina C se observé una extensa red de
procesos neuronales positivos para ambos marcadores, caracterizada por
multiples prolongaciones que se extendian desde los somas en diferentes
direcciones (Figura 44A-C). En particular, la tincion para tubulina-glll nos permitio
visualizar en mas detalle los procesos neuronales de menor calibre, evidenciando
una red de prolongaciones finas que no fueron observadas a través la tincion
para CHAT. En las neuronas que no fueron suplementadas con vitamina C, se
observé una menor densidad de procesos neuronales en comparacién con las
cMN suplementadas, pero de igual manera se mantuvo una red de procesos

relativamente extensa (Figura 44D-F).

Tras la exposicién de dafo oxidativo, se observd una reduccion de la densidad
de los procesos neuronales en ambas condiciones experimentales. En las

neuronas suplementadas e incubadas con H20> se observé una disminucion de
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la red neuronal en comparacion con las células no expuestas a dano oxidativo
(Figura 44G-l). Este cambio fue aun mas evidente en las neuronas sometidas
simultaneamente a déficit de vitamina C y exposicion de dafo oxidativo, donde
se observo una menor cantidad de procesos neuronales y la presencia de
prolongaciones de menor longitud (Figura 44J-L). El analisis cuantitativo mostré
una disminucion significativa del area positiva para CHAT y tubulina-glll en las
cMN deficientes en vitamina C, tanto en ausencia como presencia de dafo
oxidativo, en comparacién con las cMN suplementadas con vitamina C.
Asimismo, se observo una diferencia significativa entre las cMN suplementadas
con vitamina C y expuestas a H202, y aquellas deficientes en vitamina C y

expuestas a H20: (Figura 44M).

Finalmente, se evalud el efecto de la exposicién al dafio oxidativo sobre la
distribucion de los componentes asociados a la dinamica mitocondrial. Como se
describié previamente, bajo condiciones de déficit de vitamina C, se observo una
redistribucién de la tincion para DRP1 y VDAC desde el soma hacia los procesos
neuronales positivos a MAP1B (Figura 43). A partir de estas observaciones, a
continuacion evaluamos la respuesta de estos marcadores frente a la exposicion

a dano oxidativo.
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Figura 44. Alteraciones de la densidad y extension de los procesos neuronales de

cMN inducidas por el déficit de vitamina y dafo oxidativo.

Analisis de inmunocitoquimica con los marcadores neuronales CHAT (verde) y tubulina-
BllIl (rojo) en las cMN. Se evaluaron las cMN mantenidas bajo condiciones de
suplementaciéon de vitamina C (A-C), déficit de vitamina C (D-F), suplementacién con
vitamina C y exposicion a H,O- (G-l), y déficit de vitamina C y exposicion a H2O; (J-L).
Tincion nuclear: Hoechst (azul). Barra de tamafio: 20 um. (G) Andlisis cuantitativo del

area positiva para CHAT y tubulina-lIl. Las mediciones obtenidas corresponden a tres
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diferentes campos de observacion a partir de un mismo analisis para cada condicién
experimental y se presentaron como media + SD. El analisis cuantitativo se realizé
utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con p*<0,05; p***<0,001; ns = no

significativo.

Para ello, se realizd un analisis de inmunocitoquimica utilizando los marcadores
mitocondriales VDAC y DRP1, junto con el anticuerpo MAP1B como marcador de
procesos neuronales. En las cMN suplementadas con vitamina C e incubadas
con H20g, la tincion para DRP1 se observo principalmente asociada a procesos
positivos para MAP1B (Figura 45C). Por otro lado, VDAC presentdé una baja
tincion y distribucion predominantemente difusa, aunque se identificaron
agregados intensamente positivos de aspecto puntiforme, localizados en

determinados procesos neuronales (Figura 45E, flechas blancas).

En las neuronas sometidas a déficit de vitamina C y exposicion a dafio oxidativo,
MAP1B mantuvo una sefial asociada a los procesos neuronales, aunque con una
menor densidad de procesos de menor tamafno (Figura 45B). Se observaron
algunos procesos DRP1 positivos (Figura 45D). Sin embargo, VDAC mostré una
marcada reduccion de la intensidad de la tincion, con un patrén
predominantemente difuso y de baja intensidad, practicamente indetectable en
los procesos o somas neuronales (Figura 45F). El analisis cuantitativo mostré

que, en las cMN suplementadas con vitamina C, la exposicion a H202 generd un
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aumento significativo del area positiva para ambos marcadores, incremento que
también se observo en las cMN deficientes en vitamina C. Por otro lado, las cMN
deficientes en vitamina C y tratadas con H2O> no mostraron diferencias
significativas. Sin embargo, se observo una disminucion para ambos marcadores

al comparar las cMN con vy sin vitamina C tratadas con H20: (Figura 45I).

En conjunto, la exposicidn a dafio oxidativo genero una reduccion en la densidad
y extension de los procesos neuronales, efecto que fue mas evidente en las cMN
sometidas a déficit de vitamina C. Ademas, el dafio oxidativo indujo cambios en
la distribucion de DRP1 y VDAC, destacando la aparicion de agregados VDAC
positivos en los procesos neuronales en las cMN suplementadas con vitamina C
y la escasa tincion observada en condiciones de déficit. Estos resultados
sugieren que la suplementacion de vitamina C podria influir en la capacidad de
las cMN para mantener la organizacion neuronal y la distribucion de

componentes mitocondriales frente a un estimulo oxidativo.
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Figura 45. Distribucion de DRP1y VDAC en procesos neuronas de cMN sometidas

a déficit de vitamina C y dafio oxidativo.

Analisis de inmunocitoquimica con los marcadores MAP1B (verde) (A,B), DRP1 (rojo)

(C,D) y VDAC (blanco) (E,F) en las cMN. Se evaluaron las cMN mantenidas bajo
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suplementacion con vitamina C y exposicion a H.O: (A,C,E,G), y déficit de vitamina C y
exposicion a H20; (B,D,F,H). Se observo tincion de los marcadores mitocondriales DRP1
y VDAC en los somas neuronales, mientras que MAP1B mostré senal en los procesos
de las cMN. Tincidon nuclear: Hoechst (azul). Barra de tamafio: 20 um. (I) Analisis
cuantitativo del area positiva para DRP1 y VDAC. Las mediciones obtenidas
corresponden a tres diferentes campos de observacion a partir de un mismo analisis
para cada condicién experimental y se presentaron como media + SD. El analisis
cuantitativo se realizd utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con p*<0,05;

p***<0,001; ns = no significativo.
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7. DISCUSION

7.1 Vulnerabilidad de las neuronas motoras bulbares frente al déficit de
vitamina C.

Para la primera parte del desarrollo de esta tesis, utilizamos al cobayo
escorbutico como modelo experimental de deficiencia de vitamina C, debido a su
incapacidad para sintetizar endogenamente esta vitamina, lo que los hace
dependientes del aporte dietético. Asimismo, este modelo ha sido previamente
vinculado a una afectacion de las motoneuronas espinales (den Hartog Jager,
1985), lo que aporta un antecedente para el estudio de las alteraciones

neuroldgicas asociadas al déficit de vitamina C.

Una dieta deficiente en vitamina C permitié establecer una condicion escorbutica
y evaluar sus efectos fisiolégicos y neuroldgicos. A partir del dia 21 de
tratamiento, los animales presentaron una disminucion del peso corporal, de la
ingesta de alimento y de la frecuencia respiratoria, lo que estuvo acompanado de
alteraciones en la evaluacion del agarre y del enderezamiento, indicando un
compromiso de la funcién motora y, particularmente, una posible afectacion de la
region bulbar. Estos hallazgos adquieren especial relevancia al considerar la
participacion del bulbo raquideo en funciones motoras esenciales. En esta region
se localizan nucleos de células neuronales asociados a los nervios glosofaringeo,

vago e hipogloso, involucrados en el control de la deglucidn, la respiracion y otras
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funciones viscerales. En particular, las motoneuronas de los nucleos ambiguo e
hipogloso participan en el control de la musculatura faringea, laringea y lingual a
través de los nervios vago e hipogloso. Ademas, el nucleo dorsal del vago
contribuye al control parasimpatico de la musculatura involuntaria de érganos
como los bronquios, el corazén y el tracto gastrointestinal. Por otro lado, el nucleo
del tracto solitario recibe e integra informacion proveniente de estas estructuras,
contribuyendo a la coordinacién de la respuesta respiratoria y de la deglucion.
Estas estructuras, junto con el nucleo espinal del trigémino, dan origen a los
nervios craneales del bulbo raquideo evaluados en este estudio (Hall, 2015;

Krohn et al., 2023).

En este contexto, la presencia de alteraciones motoras plantea la posibilidad de
que determinadas poblaciones neuronales del bulbo raquideo sean mas
susceptibles al déficit de vitamina C. En este sentido, la vitamina C cumple un rol
como uno de los principales antioxidantes del sistema nervioso, donde contribuye
al mantenimiento del equilibrio redox y a la proteccidon de las neuronas frente al
dafio oxidativo. Sin embargo, la generacion de ROS no se distribuye de manera
homogénea en el cerebro, y existen regiones que presentan una mayor actividad
oxidativa basal. Entre ellas se encuentra el tronco encefalico, estructura que
comprende al bulbo raquideo, lo que podria implicar una mayor demanda de los

mecanismos antioxidantes, para mantener la homeostasis redox, en estas
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poblaciones celulares en particular (Harrison & May, 2009; Vinokurov et al.,

2021).

Ademas, la disponibilidad de vitamina C puede variar entre las distintas
poblaciones neuronales debido a la expresion diferencial del transportador
SVCT2 en distintas regiones cerebrales. Previamente, se ha descrito que el bulbo
raquideo presenta una menor expresion de este transportador en comparaciéon
con regiones como la corteza cerebral, lo que podria contribuir a una menor
disponibilidad de AA en determinadas regiones neuronales (Mun et al., 2006; Rao
et al., 2014). Considerando estos antecedentes, nuestros resultados mostraron,
en general, una baja expresion de SVCT2 en los tejidos cerebrales, donde
ademas se observo una disminucion del transportador en la corteza cerebral y en
la médula espinal de los animales escorbuticos. Asimismo, en los nucleos
bulbares evaluados, si bien no se observaron diferencias significativas en la
inmunotincion de SVCT2, el analisis de hibridacion in situ evidencido una
disminucion significativa del ARNm de SVCT2 en las neuronas bulbares de los
animales escorbuticos. Estos resultados sugieren que el déficit de vitamina C
puede afectar la expresion del transportador a nivel neuronal, lo que podria
contribuir a una menor capacidad de captacién de la vitamina C en estas células

y, potencialmente, limitar su capacidad antioxidante en condiciones oxidativas.
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Por otra parte, la evaluacion del transportador SVCT2 en el tronco encefalico
evidencio una respuesta astrocitaria frente al déficit de vitamina C, caracterizada
por la presencia de astrocitos positivos para SVCT2. Los astrocitos participan en
la mantencion de la disponibilidad de vitamina C mediante la captacion del DHA
(AA oxidado) y su posterior reciclaje, contribuyendo a mantener AA disponible
para las neuronas (Nualart et al.,, 2003). Ademas, estudios previos han
demostrado que, tanto en condiciones in vitro como en contextos fisiopatoldgicos
de estrés, los astrocitos pueden inducir la expresion de SVCT2 vy, en
consecuencia, la captacion de AA (Berger & Hediger, 2000; Salazar et al., 2018).
En este contexto, el incremento de astrocitos que expresan el transportador
SVCT2 modifica la captacion y reciclaje del AA, alterando la disponibilidad de
este antioxidante para las neuronas y, eventualmente, aumentando su

susceptibilidad frente el dafio oxidativo.

Adicionalmente, se observaron multiples astrocitos GFAP positivos en el tronco
encefalico, cuya presencia nos indicaria una activacion astrocitica frente al déficit
de vitamina C. La astrogliosis reactiva es un proceso mediante el cual los
astrocitos sufren cambios morfologicos y moleculares en respuesta a un dafio o
patologia en el tejido nervioso (Escartin et al., 2021). Esta respuesta ha sido
descrita en patologias neurodegenerativas como la ELA, en la que se ha
observado un aumento de astrocitos reactivos en la médula espinal lumbar de

ratones transgénicos SOD1-G93A (Rossi et al., 2008). En este modelo, ademas,
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se ha descrito que los astrocitos activados adquieren un fenotipo neurotdxico en
respuesta a factores secretados por la microglia, como factores IL-1a, TNFa y
C1q, cuya inhibicién se asocié con una extension de la supervivencia de estos
animales (Guttenplan et al., 2020). En nuestro modelo, la presencia de astrocitos
reactivos en el tronco encefalico evidencia una respuesta astrocitica frente al
déficit de vitamina C. En particular, en el nucleo dorsal del vago, se identifico una
mayor presencia de procesos astrociticos GFAP positivos rodeando los somas
neuronales de los animales escorbuticos, lo que sugiere una respuesta
localizada. Considerando que los astrocitos reactivos pueden adquirir
caracteristicas nocivas para las neuronas en determinadas condiciones
patoldgicas, esta respuesta podria contribuir a las alteraciones neuronales

observadas frente al déficit de vitamina C.

Entre las distintas poblaciones neuronales, las motoneuronas se consideran
particularmente vulnerables al estrés oxidativo dadas sus caracteristicas
morfoldgicas y su elevada demanda energética (Shaw & Eggett, 2000). En este
contexto, la presencia y el mantenimiento de los mecanismos antioxidantes
resultan fundamentales para preservar la homeostasis redox de estas células,
cuya alteracién podria favorecer la acumulacion de especies reactivas y, en
consecuencia, la generacion de dafio oxidativo, un proceso ampliamente descrito
como mecanismo patologico en las MND. En este sentido, se ha descrito que los

pacientes con ELA presentan niveles séricos mas bajos de vitamina C, lo que
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podria indicar una disminucién de la capacidad antioxidante en esta patologia

(Barber et al., 2006; Wang et al., 2020).

En este contexto, nuestros resultados en el modelo de cobayo escorbutico
mostraron una menor cantidad de neuronas en el nucleo del tracto solitario, pero
en mayor medida en el nucleo dorsal del vago. Este ultimo corresponde a un
centro viscero-motor, cuyas neuronas originan fibras parasimpaticas eferentes
que forman parte del componente motor del nervio vago y participan en la
regulacion de diversas funciones viscerales como la actividad gastrointestinal,
cardiaca y respiratoria (Ma et al., 2025; Purves, 2017). Esta mayor susceptibilidad
resulta particularmente relevante, dado que se ha descrito que las neuronas del
nucleo dorsal del vago presentan una mayor vulnerabilidad al dafio oxidativo en
comparacion con otras poblaciones neuronales colinérgicas (Musgrove et al.,
2019). Por lo tanto, una menor cantidad de neuronas observadas en esta region
bajo un déficit de vitamina C, podria estar relacionada con su particular
susceptibilidad frente a condiciones de estrés oxidativo y asociada a la pérdida

de la proteccion antioxidante proporcionada por la vitamina C.

7.2 Alteraciones de la homeostasis del RE neuronal asociadas al déficit de
vitamina C.
A nivel subcelular, la tincion histolégica de Nissl proporciond un primer indicio de

alteraciones en la organizacién de RE, particularmente en las poblaciones
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neuronales del hipogloso, dorsal del vago y del tracto solitario, donde se observé
una disminucién del marcaje de los cuerpos de Nissl. Considerando que estos
corresponde principalmente a estructuras del RE y ribosomas, esta disminucién
podria reflejar modificaciones en la organizacion o la abundancia de los

mecanismos asociados a la sintesis proteica.

En este sentido, resulta particularmente relevante el incremento de la
inmunotincion para KDEL observado en las neuronas escorbuticas. KDEL
corresponde a una secuencia de retencidon presente en diversas proteinas
residentes del RE, incluidas chaperonas y otras proteinas involucradas en el
control de calidad proteico. Por lo tanto, el aumento de esta senal podria reflejar
modificaciones en la abundancia, distribucion o retencion de estas proteinas en
el RE, lo cual podria deberse a una alteracion en el equilibrio de la sintesis,
plegamiento o eliminacion de proteinas dentro de este organelo (X. Chen et al.,

2023; Perri et al., 2015; Wires et al., 2021).

Por otro lado, el analisis mediante TEM permitié caracterizar con mayor detalle
las alteraciones estructurales del RE en neuronas deficientes en vitamina C,
evidenciando una desorganizacion y dilatacion de sus cisternas. La dilatacion del
RE ha sido descrita en modelos de dafno neuronal, como la hipoxia-isquemia
neonatal, donde se ha observado mediante TEM como parte de las alteraciones

estructurales asociadas a la activacion de la respuesta a estrés del RE y la UPR
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(Chavez-Valdez et al., 2016; X. Chen et al.,, 2023). En nuestro modelo, la
presencia de cisternas dilatadas y desorganizadas, junto con la disminucién de
la tincidn de los cuerpos de Nissl y el incremento de la inmunotincién para KDEL,
sugiere que el déficit de vitamina C altera la homeostasis del RE, y que estas
modificaciones podrian estar relacionadas con alteraciones en el procesamiento
de las proteinas, incluyendo cambios en la distribucion o retencidon de proteinas

residentes KDEL-positivas.

Adicionalmente, el analisis protedmico del bulbo raquideo nos proporcioné
evidencias a nivel molecular que complementan las alteraciones del RE
observadas mediante los analisis histologicos y ultraestructurales. En particular,
una de las principales vias enriquecidas fue el procesamiento de proteinas en el
RE, donde se observé una menor expresiéon de proteinas asociadas a este
proceso. Entre las proteinas diferencialmente expresadas asociadas a esta via
se identificaron GRP78/BiP y Sec13, cuyos cambios podrian estar relacionados
con alteraciones de la homeostasis del RE y del trafico intracelular de proteinas.
GRP78, también llamada BiP, es una proteina chaperona residente del RE que
participa en el reconocimiento y el procesamiento de proteinas mal plegadas y
en la regulacion de la UPR. En condiciones de estrés reticular, la acumulacion de
proteinas mal plegadas, que presentan regiones hidrofébicas normalmente
ocultas en su estructura, favorece su reconocimiento por GRP78 y la liberacion

de esta chaperona de los tres sensores de estrés de la UPR (PERK, IRE1, ATF6),
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promoviendo su activacion. La activacion de esta respuesta reduce
temporalmente la sintesis de proteinas, aumenta la expresién de chaperonas,
expande el RE y favorece la eliminacion de las proteinas mal plegadas (Jeon et
al., 2023; Ong & Logue, 2023). Se ha demostrado que la inhibicion de esta
proteina en células de Purkinje, produjo activacién de la UPR y dilatacién
pronunciada del RE (Wang et al., 2010). En este contexto, la disminucién de
GRP78 observada bajo en déficit de vitamina C podria comprometer el
reconocimiento y procesamiento de proteinas mal plegadas, limitando la
capacidad adaptativa de las neuronas frente a una alteracion sostenida de la
homeostasis del RE, y generando acumulacion de estas proteinas y un

agrandamiento del RE.

Por otro lado, SEC13 es una proteina que forma parte de la cubierta de las
vesiculas COPII, involucradas en el transporte de proteinas recién sintetizadas
desde el RE hacia el aparato de Golgi, y del complejo del poro nuclear, que regula
el transporte de moléculas entre el nucleo y el citoplasma (Niu et al., 2014). En
este contexto, la menor expresién de Sec13 observada en escorbuto podria estar
relacionada con alteraciones del trafico intracelular de proteinas, lo que
contribuiria a una acumulacion de proteinas en el RE. Esta funcion es
particularmente relevante en las neuronas con largos axones, como las neuronas
motoras, que presentan una elevada demanda de transporte de proteinas

necesarias para mantener su estructura y funcion (Wu et al., 2025).

153



7.3 Alteraciones en la organizacion y estructura de la vaina de mielina en
neuronas deficientes en vitamina C.

El analisis mediante TEM evidencié alteraciones en la organizacién de la vaina
de mielina de los axones del bulbo raquideo de los animales escorbuticos, con
discontinuidades y pérdida de compactacion. La mielina cumple un papel
fundamental en la conduccion eficiente de los potenciales de accion y la
proteccion estructural de los axones, por lo que alteraciones en su organizacion
comprometen la transmision del impulso nervioso (Stadelmann et al., 2019). La
estructura de la mielina presenta una elevada proporcion de lipidos, los cuales
son susceptibles a oxidacién. Por lo tanto, un aumento prolongado de ROS podria
favorecer la peroxidacion lipidica y alterar las propiedades estructuras de las

membranas que conforman la vaina de mielina (Xu et al., 2024).

Las alteraciones estructurales observadas podrian estar relacionadas con los
cambios detectados en el analisis proteémico, en el que se determiné un
enriquecimiento de las vias asociadas a una menor expresion de proteinas
involucradas en la biosintesis de esteroides. En este contexto, el colesterol
constituye uno de los principales componentes de la mielina ya que le otorga
organizacion, estabilidad y compactacion a sus membranas (Luoma et al., 2015).
Entre las proteinas diferencialmente expresadas de esta via, destaca la
disminucién de la proteina DHCR24, identificada como una de las diez con mayor

reduccidon de expresion en el analisis protedmico. DHCR24 corresponde a una
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enzima involucrada en la etapa final de la biosintesis del colesterol, en la que
cataliza la reduccion del doble enlace del desmosterol para generar colesterol
(Zhu et al., 2026). En este sentido, la disminucion de DHCR24 podria reducir la
disponibilidad de colesterol necesario para mantener la organizacion de la

mielina.

Por otra parte, la disminucién de la proteina Sec13, determinada mediante
analisis protedmico, podria estar relacionada con alteraciones en procesos
asociados a los oligodendrocitos. Sec13 forma parte del complejo COPII y
participa en el trafico intracelular de proteinas. Sin embargo, se ha descrito que
esta proteina es fundamental para la diferenciacion de progenitores de
oligodendrocitos y para los procesos de mielinizacion y desmielinizacion
posteriores a una lesion (Liu et al., 2022). En este contexto, la disminucion de
Sec13 en nuestro modelo podria alterar procesos dependientes del trafico y
distribucion de proteinas necesarios para la funcion glial y, potencialmente,
comprometer la capacidad de las células oligodendrociticas para mantener o

reparar la vaina de mielina.

7.3 Alteraciones asociadas a la fragmentacion mitocondrial en déficit de
vitamina C.
Subcelularmente, los resultados obtenidos evidencian que el déficit de vitamina

C no solo se asocia con alteraciones en la homeostasis del RE, sino también con
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cambios en la organizacion y distribucion de las mitocondrias neuronales. En el
bulbo raquideo de los animales escorbuticos, el analisis mediante TEM permitié
identificar mitocondrias de menor tamano, sugerentes de fraccionamiento
mitocondrial, y estructuras de doble membrana compatibles con un proceso de

mitofagia.

Las mitocondrias constituyen una de las principales fuentes celulares de especies
reactivas. En condiciones fisioldgicas, los niveles de ROS estan regulados por
los sistemas antioxidantes de las neuronas, que permiten mantener la
homeostasis redox. La vitamina C constituye un componente esencial de la
defensa antioxidante neuronal, por lo que su disminucién podria favorecer un
aumento del estrés oxidativo y, potencialmente, alterar el funcionamiento
neuronal. En este sentido, las alteraciones morfolégicas observadas en las
mitocondrias podrian representar tanto una consecuencia del estrés oxidativo
generado durante el déficit de vitamina C, como una respuesta adaptativa frente

a un funcionamiento deficiente (W. Chen et al., 2023).

En este contexto, la presencia de mitocondrias de menor tamafio podria ser
indicativa de modificaciones en el equilibrio entre la fision y la fusion mitocondrial.
La fisidn o fraccionamiento de las mitocondrias es un proceso mediante el cual
se generan fragmentos de mitocondrias dafiadas o funcionalmente

comprometidas, que posteriormente son reconocidos y eliminados por mitofagia
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(Basak & Holzbaur, 2025; Knott et al., 2008). En este proceso, la proteina DRP1
desempena un papel fundamental al participar en la division de la membrana
mitocondrial (Li et al., 2024). La alteracion de este mecanismo ha sido descrita
en el contexto de la ELA, donde se ha observado una fragmentacion mitocondrial

asociada a una hiperactivacion patolégica de DRP1 (Joshi et al., 2018).

En nuestro modelo, los tejidos control presentaron una tincion para DRP1
predominantemente asociada a los somas neuronales. Sin embargo, en un déficit
de vitamina C se observo una redistribucion de esta proteina hacia los procesos
neuronales, colocalizando con el marcador mitocondrial VDAC, una proteina
abundante en la membrana externa de la mitocondria que participa en el
intercambio de metabolitos entre la mitocondria y el citoplasma. En ese sentido,
el incremento de la sehal de DRP1 y su redistribucion hacia los procesos
neuronales podrian reflejar modificaciones en el mecanismo de fisién
mitocondrial en estas neuronas. Por otra parte, el aumento de la sefal de VDAC
en determinados nucleos neuronales, junto con una redistribucion de VDAC y
DRP1 hacia los procesos neuronales, sugiere modificaciones en la organizacion
y distribucion de las mitocondrias en estas estructuras. Esta distribucion resulta
particularmente relevante en las neuronas, ya que la presencia de mitocondrias
en axones y dendritas permite satisfacer las demandas energéticas locales y
contribuir a procesos como la regulacion del calcio y la mantencion del potencial

de membrana. Por lo tanto, esta redistribucion observada podria eventualmente
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representar una respuesta frente a un aumento de la demanda metabdlica en los
procesos neuronales o, de otra forma, una alteracion de los mecanismos que

regulan el transporte y localizacién de las mitocondrias (Cai & Sheng, 2009).

Asimismo, las observaciones obtenidas mediante TEM permitieron identificar
estructuras de doble membrana compatibles con estructuras autofagicas
asociadas a mitocondrias. Estas observaciones podrian ser indicativas de la
participacion de mecanismos de control de calidad mitocondrial, particularmente
de la mitofagia, mediante la cual las células reconocen y eliminan mitocondrias
dafiadas para evitar su acumulacién y limitar la generacion de ROS (Shoshan-

Barmatz et al., 2020; Wang et al., 2019).

7.4 Modelo in vitro vs in vivo ante un déficit de vitamina C.

Las iPSC se han establecido como una herramienta ampliamente utilizada para
el estudio de procesos asociados a enfermedades neurodegenerativas, debido a
su capacidad para generar diferentes tipos celulares humanos. En particular, la
diferenciacion dirigida de iPSC hacia neuronas motoras permite estudiar
alteraciones celulares y moleculares que pueden resultar dificiles de abordar
directamente en tejido humano (Bianchi et al., 2018). En este contexto, el uso de
un modelo de motoneuronas humanas constituye otra aproximacion al modelo in

vivo de deficiencia de vitamina C.

158



Una vez establecido el proceso de diferenciacion, los cambios morfologicos
observados, junto con la expresion de los marcadores neuronales tubulina-gll y
MAP2, y de los marcadores asociados al fenotipo de motoneurona HB9 y CHAT,
permitieron caracterizar la obtencion de neuronas motoras. Ademas, el patrén de
expresion génica obtenido mediante RT-PCR convencional, con resultados
positivos unicamente para los genes HOXB4, HOXC5 y HOXCG6, permitid
establecer la identidad cervical de estas neuronas y validar el modelo obtenido

(Yang et al., 2023).

En las motoneuronas humanas cultivadas, tanto sMN como cMN, el déficit de
vitamina C se asocid principalmente con alteraciones en la organizacién y la
densidad de los procesos neuronales, lo que sugiere que la disponibilidad de
vitamina C contribuye al mantenimiento de la arquitectura neuronal. De acuerdo
con estas observaciones, en cultivos de neuronas corticales y lineas de células
neuronales, se ha descrito que la sobreexpresion del transportador de vitamina
C SVCT2 favorece la arborizacion neuronal (Salazar et al.,, 2021). En este
contexto, la relacidon entre la organizacion de los procesos neuronales podria
estar mediada por la disponibilidad de la vitamina C. Adicionalmente, en el
modelo de cobayo escorbutico se determind una disminucion en la inmunotinciéon
del marcador de microtubulos tubulina-glll en las neuronas del nucleo hipogloso
y dorsal del vago, principalmente a nivel del soma neuronal. Si bien estas

alteraciones no fueron idénticas en ambos modelos experimentales, en conjunto
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sugieren que el déficit de vitamina C puede afectar la organizacion y la estructura

de las neuronas.

Sin embargo, también deberian considerarse las diferencias entre ambos
modelos experimentales. En el modelo de cobayo escorbutico, la deficiencia de
vitamina C se establecié durante varias semanas y estuvo acompafnada de un
deterioro fisiologico progresivo de los animales, mientras que las células
cultivadas fueron sometidas a una deficiencia de vitamina C durante un periodo
relativamente corto de 6 dias. Por lo tanto, los cambios observados en el cultivo
celular probablemente representan respuestas celulares tempranas y no
necesariamente reproducen la totalidad de las alteraciones observadas en el
estado escorbutico prolongado. En ese sentido, la reduccion de la densidad de
procesos neuronales podria constituir una de las primeras manifestaciones de la
alteracion celular, mientras que manifestaciones mas complejas como la
alteracion de la homeostasis del RE, podrian requerir de una exposicion mas

prolongada.

Adicionalmente, otro aspecto relevante fue la ausencia de cuerpos de Nissl en
las neuronas cultivadas. A diferencia del tejido nervioso, en el que los cuerpos de
Nissl permitieron identificar alteraciones en su distribucion y organizacion, las
caracteristicas del cultivo celular, incluida la formacion de agrupaciones

neuronales y neuroesferas, no permitieron evaluar este componente mediante la
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misma aproximacion histolégica. En consecuencia, no fue posible determinar si
las alteraciones de los cuerpos de Nissl observadas en el modelo de cobayo

escorbutico también se reproducen en las motoneuronas cultivadas in vitro.

Por otro lado, el analisis de CellROX y de los marcadores mitocondriales DRP1
y VDAC evidencié alteraciones en la organizaciéon de las mitocondrias bajo
condiciones de déficit de vitamina C. La evaluacion mediante CellROX permitio
observar diferencias en la organizacion de estructuras celulares positivas para
ROS entre las condiciones experimentales. En las cMN suplementadas con
vitamina C, la sefial presentd una distribucién principalmente asociada a los
procesos neuronales y un patrén sugerente de estructuras mitocondriales. En
contraste, las células sometidas a un déficit de vitamina C mostraron una
disminucién de la intensidad de la sefial y adquirieron un aspecto puntiforme.
Estos cambios en el patron de distribucion de la sefal sugieren una alteracion en
la organizacién mitocondrial, posiblemente asociada a un aumento en la
fragmentacion de estos organelos. En paralelo, las modificaciones observadas
en la distribucion de DRP1y VDAC podrian estar relacionadas con un incremento
de la fision mitocondrial, mientras que VDAC podria sugerir modificaciones en la
distribucion de las mitocondrias. Estos resultados concuerdan con las
observaciones realizadas en el modelo de cobayo escorbutico donde se
observaron mitocondrias de menor tamafio y una redistribucién de DRP1y VDAC

hacia los procesos neuronales.
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Para complementar esta evaluacién, se analizé el efecto del déficit de vitamina C
en relacion con la induccidn del dafio oxidativo. La exposicidon al dafio oxidativo
indujo modificaciones en la organizacion de los procesos neuronales,
evidenciadas por una reduccion de su densidad. Este efecto fue aun mas
evidente en las cMN deficientes en vitamina C, sugiriendo que la ausencia de
este antioxidante podria disminuir la capacidad de estas neuronas para mantener
su organizacion estructural frente a un estimulo oxidativo. Asimismo, bajo estas
condiciones, se observaron modificaciones en la distribucion de DRP1 y VDAC,
con una respuesta diferencial segun la disponibilidad de vitamina C. En las cMN
suplementadas, el dafio oxidativo generd una redistribuciéon de DRP1 hacia los
procesos Yy la aparicion de algunas estructuras positivas para VDAC. En cambio,
las cMN deficientes en vitamina C y expuestas a dafio oxidativo presentaron una
sefal practicamente ausente de VDAC y una marcada disminucion de la sefial
de DRP1, lo que sugiere que el déficit de vitamina C compromete la capacidad
de las neuronas motoras para mantener la organizacion mitocondrial frente a un

estimulo oxidativo.

En conjunto, los resultados obtenidos en los diferentes modelos experimentales

demuestran que el déficit de vitamina C provoca alteraciones que afectan

multiples componentes de la homeostasis neuronal (Figura 46).
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Figura 46. Esquema resumen de las alteraciones neuronales asociadas al déficit

de vitamina C.

Esquema integrativo de los principales hallazgos obtenidos en el modelo de cobayo
escorbutico y en el modelo de motoneuronas in vitro. Se resumen las alteraciones
observadas en la disponibilidad y captacién de la vitamina C, la arquitectura neuronal, la
homeostasis del RE y la organizacion de las mitocondrias. En conjunto, estos hallazgos
proponen que la disminucion de la disponibilidad de vitamina C y de la proteccion
antioxidante podria comprometer distintos mecanismos de homeostasis neuronal y
aumentando la susceptibilidad de estas neuronas frente a condiciones de estrés

oxidativo.
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1)

2)

3)

4)

8. CONCLUSIONES

El modelo de cobayo escorbutico presenté deterioro en la funcién motora,
acompafado de una menor cantidad de neuronas en el bulbo raquideo,
particularmente del nucleo dorsal del vago. Ademas, se observd una
disminucion del transportador de vitamina C SVCT2 y de su ARNm en el
tejido nervioso. Sin embargo, en el tronco encefalico se observaron
astrocitos SVCT2+, lo que compromete el reciclaje de AA en esta region.

A nivel subcelular, se determiné una dilatacién y un agrandamiento de las
cisternas del RE mediante TEM, acompafiados de una disminucion de los
cuerpos de Nissl y un incremento de la inmunotincion para KDEL, lo que
indica una alteracion en la homeostasis reticular.

A nivel mitocondrial, se identificaron mitocondrias de menor tamafo y una
redistribucién de la inmunotincion de DRP1 y VDAC hacia los procesos
neuronales, junto con la presencia de mitocondrias con doble membrana
compatibles con un proceso de mitofagia.

En el modelo celular de cMN se evidencid una alteracién en la
organizacion de los procesos neuronales y en la distribucién de los
marcadores mitocondriales bajo déficit de vitamina C, la cual fue mas
evidente en exposicion a dafio oxidativo. De esta forma, el modelo celular
in vitro se complementa con los analisis del modelo in vitro del cobayo

escorbutico.
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9. ANEXO
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Figura suplementaria 1. Analisis de inmunohistoquimica para los marcadores de
muerte celular, Caspasa-3 clivada y MLKL, en bulbo raquideo de cobayos
escorbuticos.

Analisis de inmunohistoquimica con los marcadores Caspasa-3 clivada (A-H) y MLKL (I-
P) en bulbo raquideo de cobayos control y escorbutica. No se observd inmunotincion
para ninguno de los marcadores en ambas condiciones experimentales. Barra de

tamafrio: 50 pm
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Figura suplementaria 2. Analisis de inmunofluorescencia para Calnexina y PDI en
médula espinal de cobayos escorbuticos.

Analisis de fluorescencia con los marcadores Calnexina (cian) y PDI (Magenta) en
médula espinal control (A) y escorbutica (B). Se observé un incremento de tincion para
Calnexina en el soma de las neuronas escorbuticas, mientras que PDI se observd

positivo en la sustancia blanca de medula espinal. Barra de tamafio: 20 um.
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Figura suplementaria 3. Dot blot de acidos nucleicos para la sonda SVCT2 sentido
(SN, Notl) y antisentido (AS, Spel).

Ensayo de Dot blot para verificacion de la correcta linealizacién de la sonda TOPO-
SVCT2 para el analisis de hibridacion in situ. Se evalué en (1) la sonda AS (TOPO-
SVCT2 Spel) y (2) la sonda SN (TOPO-SVCT2 Notl), asi como los controles positivos
(3) y (4) y negativo (5) de la sonda y el kit de ensayo. El analisis confirmé la correcta

obtencidén de la sonda.
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Figura suplementaria 4. Caracterizacion inmunocitoquimica de proteinas

asociadas a la homeostasis redox en cMN, sometidas a déficit de vitamina C.

Analisis de inmunocitoquimica con los marcadores SOD1 (magenta) (A,B) y p75PHOX
(cian) (C,D) en las cMN. Tincion nuclear: Hoechst (azul). Barra de tamafio: 20 um. (G)
Analisis cuantitativo intensidad de fluorescencia para estos marcadores. Las mediciones
obtenidas corresponden a tres diferentes campos de observacion a partir de un mismo
analisis para cada condicion experimental y se presentaron como media + SD. El analisis
cuantitativo se realiz6 utilizando un t-test no emparejado de dos colas. Con ns = no

significativo.
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